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■ Verfahren zur Identif izierung BHS-spezif ischer Proteine und 

Fragmente davon 
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de Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identif izierung der 
^nwesenheit eines BHS-spezif ischen Proteins oder Fragments 
davon in Hirnkapillar-Endothelzellen sowie die mit diesem 
Verfahren erhaltenen Proteine oder Fragmente davon 
(BHS = Blut-Hirn-Schranke) . Ferner betrifft die Erfindung auch- 
die mit diesem Verfahren erhaltenen Gene bzw. Transkripte. 

Die Endothelzellen von cerebralen Kapillaren bilden eine 
selektive Permeabilitat sbarriere zwischen dem Blut uhd dem 
Gehirn eines Organismus, die so genannte Blut-Hirn-Schranke 
(BHS) . Innerhalb der Kapillaren sind einzelne Endothelzellen 
,in das -Lumen .herum angeordnet und bilden einen zylindrischen, 
5hrenf6rmigen Hohlraiim. Enge Verbindungen zwischen den ein- 
zelnen Endothelzellen und mit den Endothelzellen assoziierten 
anderen Zelltypen verhindern den unkontrollierten passiven 
Durchtritt einer Vielzahl von Substanzen durch diese Zell- 
schicht . 

Zur Aufrechterhaltung seiner Funktion ist das Gehirn in hohem 
MaBe auf ein konstantes inneres Milieu angewiesen, das durch 
die Blut-Hirn-Schranke gewahrleistet wird. Diese reguliert 
auch den Stof f austausch zwischen Blut und Gehirn. Spezifische 
Transportsysteme vermitteln diesen Austausch. Die Ausbildung 
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dieser Barriere in den Endothelzellen der Hirnkapillaren 
(brain microvessel endothelial cells, BMEC) ist in der Expres- 
sion spezifischer Proteine in diesem hochdif f erenzierten 
Zelltyp im Vergleich zu anderen Endothelzellen begrtlndet. Es 
sind bereits einige fur die Blut-Hirn-Schranke spezifische 
Proteine bekannt, zum Beispiel der Glucosetransporter GLUT-1, 
der spezifisch far die BMEC ist und die Energieversorgung des 
Gehirns gewahrleistet . 

Aufgrund der selektiven Permeabilitatseigenschaften der Blut- 
Hirn-Schranke ist es schwierig, verschiedene Krankheiten des 

entralen Nervensystems zu behandeln, da zahlreiche Arzneiitiit- 
tel die Blut-Hirn-Schranke kavuoti durchdringen und somit an 
ihrem Wirkort im Gehirn nur in geringer Konzentration ankom- 
men. Ftir die Entwicklung von im Gehirn wirkenden Arzneimitteln 
ware es daher von grolier Bedeutung, die Funktionsweise der 
Blut-Hirn-Schranke und der daran beteiligten Proteine zu 
kennen. Insbesondere ware es von Bedeutung, Kenntnis derjeni- 
gen Proteine zu erlangen, die gegentiber anderen Zelltypen in 
den Hirnkapillar-Endothelzellen in besonders hohem oder beson- 
ders geringem Mafie oder aus bestimmten SpleiBvarianten herge- 
stellt werden bzW. spezifische posttranslationale Modifikatio- 
en aufweisen. 



30 



Die Untersuchung von Hirnkapillar-Endothelzellen ist mit 
verschiedenen Problemen verbunden. Zum einen steht insbesonde 
re zur Untersuchung der Proteinexpression im menschlichen 
Gehirn nicht gentigend Hirnmaterial zur Verftigung, wobei unter 
anderem auch ethische GrUnde eine Rolle spielen. Ferner sind 
die einzelnen Individuen, von denen die Hirnmasse abstammt, i 
der Kegel sehr verschieden im Hinblick auf ihre genetische 
Information. Unter schiede ergeben sich beispielsweise bzgl. 
Alter, Geschlecht, Gewicht, Rasse etc. Ferner muss das Unter- 
suchungsmaterial innerhalb der ersten Stunden nach Eintritt 
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des Todes entnommen werden, denn nach diesem Zeitraimi findet 
bereits eine erhebliche VerSnderung der Proteinzusairanensetzung 
in den Zellen durch enzymatische Ab- und UmbauvorgSnge statt. 
Bisherige Verfahren zur Untersuchung der Proteinexpression in 
5 Hirnkapillar-Endothel zellen sind iiberdies mit dem Problem 

behaftet, dass das Untersuchungsmaterial nicht in ausreichen- 
der Reinheit ftir direkte Untersuchungen gewonnen werden kann. 
Bei der Isolierung von Hirnkapillar-Endothelzellen nach dem 
bekannten Verfahren erhait man tiblicherweise ein Gemisch mit 
10 anderen Zelltypen, so dass Untersuchungen des Proteinexpressi- 
pnsmusters an diesen Proben keine ausreichende Zuordnung 
ausschliefilich zu'deii Hirnkapillar-Endothelzellen erlauben. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren bereitzustellen, mit dem BHS-spezif ische Protei- 
15 ne Oder Fragmente davon eindeutig identif iziert werden kSnnen. 
Das Verfahren soli sich insbesondere zur Identif izierung BHS- 
spezif ischer Proteine bzw. Gene in Hirnkapillar-Endothelzellen 
eignen. Weiterhin soli das Verfahren einfach und schonend 
durchftihrbar sein. Ferner soil das erf indungsgemSJie Verfahren 
20 selektiv fUr Proteine oder Fragmente davon sein, die verstSrkt 
Oder ausschlieftlich in Hirnkapillar-Endothelzellen gebildet 

erden und nicht in einem Vergleichsgewebe bzw. verwandten 
Zelltyp. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemali gelost durch ein Verfahren 
25 zur Identifizierung der Anwesenheit eines BHS-spezif ischen 

Proteins oder Fragments davon in Hirnkapillar-Endothelzellen, 
dadurch gekennzeichnet , dass man a) frisch aus dem Gehirn 
isolierte Hirnkapillar-Endothelzellen durch enzymatischen 
Aufschluss in ablicher Weise vorreinigt, b) den in Stufe a) 
30 erhaltenen Aufschluss mit einem Lysepuffer behandelt, der 

vorhandene Erythrozyten und apoptotische Zellen im Wesentli- 
chen zerstSrt und wenigstens 70% der Hirnkapillar- 
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Endothelzellen in vitaler Form erhSlt, c) gegebenenf alls das 
in Stufe b) erhaltene Produkt weiter aufreinigt, d) eine 
subtraktive cDNA-Bank aus den Hirnkapillar-Endothelzellen und 
einem Subtraktionsgewebe herstellt, e) eine cDNA-Subtraktion 
mittels eines oder mehrerer dif f erentieller Hybridisie- 
rungsschritte durchftihrt, f) Klone aus der subtraktiven cDNA- 
Bank durch dif f erentielle Hybridisierung hinsichtlich' ihrer 
jeweiligen Expression verifiziert, g) zu den BHS-spezif ischen 
Klonen aus der svibtraktiven cDNA-Bank die cDNA-Sequenz ergSnzt 
und h) das Expressionsmuster der lantersuchten Klone zwischen 
kfrischen und kultivierten Hirnkapillar-Endothelzellen ver- 
Fgleicht und so die Anwesenheit BHS-spezif isCher Proteine oder 
Fragmente davon identif iziert . 

Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Identifizie- 
rung der itowesenheit eines BHS-spezif ischen Proteins oder 
Fragments davon in Hirnkapillar-Endothelzellen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man a) frisch aus dem Gehirn isolierte 
Hirnkapillar-Endothelzellen durch enzymatischen Aufschluss in 
tiblicher Weise vorreinigt, b) den in Stufe a) erhaltenen 
Aufschluss mit einem Lysepuffer behandelt, der vorhandene 
^Erythrozyten und apoptotische Zellen im Wesentlichen zerstort 
Hand wenigstens 70% der Hirnkapillar-Endothelzellen in vitaler 
Form erhait, c) gegebenenf alls das in Stufe b) erhaltene 
Produkt weiter aufreinigt, d) das in Stufe c) erhaltene Pro- 
dukt in einem geeigneten Puffer solubilisiert, e) eine isoe- 
lektrische Fokussierung durchftihrt, f) die Proben aus der 
isoelektrischen Fokussierung in der zweiten Dimension nach 
Molekulargewicht auftrennt, g) dif f erentielle Spots identifi- 
ziert und isoliert, h) mit dem Isolat von g) eine mas- 
senspektrometrische Analyse durchfUhrt, und i) hiervon eine 
Auswertung mittels gezielter Datenbankanalyse vornimmt. 
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Mit dem erf indungsgemSJien Verfahren lassen sich BHS- 
spezifische Proteine oder Fragmente davon eindeutig und zuver- 
lassig identif izieren und die Erfindung betrifft auch die mit 
diesem Verfahren isolierten Proteine sowie die diese Proteine 
5 kodierenden Transkripte bzw. Gene. Insbesondere betrifft die 
Erfindung auch die nach diesem Verfahren isolierten Proteine 
mit den Sequenzen SEQ ID NO: 5, 14, 19, 23, 27, 33. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass die Kombination der 
vorstehend genannten Verf ahrensschritte die eindeutige Identi- 
in_ fizierunq BHS-spezif ischer Proteine in Hirnkapillar- 
^^^ndothelzellen erlaubt. Die mit dem erf indungsgemaJien Verfah- 
^^^en isolierten Proteine sind ftir die BHS spezifisch. Die mit 
dem erfindungsgemafien Verfahren isolierten Proteine besitzen 
aufgrund ihrer Spezifitat far die BHS eine Funktion in bzw. an 
15 der BHS. Bei dieser Funktion kann es sich beispielsweise um 
eine Barrierefunktion, eine Transportf unktion, eine Funktion 
- im Zusammenhang mit der Nahrstof fversorgung der BHS, eine 

Funktion als Tight-Junction-Protein, eine enzymatische Aktivi- 
tat etc. handeln. Somit ist es mOglich, ausgehend von der 
20 Identifizierung der Anwesenheit dieser Proteine gezielt spezi- 

fische Funktionen davon in der BHS abzuleiten. Dies erbffnet 

^^lie Mbglichkeit ganzlich neuer Therapiekonzepte, die darauf 
^^eruhen, dass Substanzen gezielt durch die BHS geschleust 
werden kSnnen. Ferner kbnnen die mit dem erf indungsgemalien 
25 Verfahren identif izierten Proteine gezielt Gegenstand thera- 
peutischer Interventionen sein. Das erf indungsgemalie Verfahren 
erlaubt erstmalig die Entwicklung von therapeutischen Konzep- 
ten fiir das Gehirn betreffende Erkrankungen . Weiterhin kann 
der Nachweis von VerSnderungen in den nach dem beschriebenen 
30 Verfahren identif izierten Proteinen zur Diagnose von Krankhei- 
ten benutzt werden, die auf einer Dysfunktion der BHS basie- 
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Von besonderer Bedeutung bei den erf indungsgemaBen Verfahren 
ist die Verwendung von frisch isolierten BMEC (Primarzellen) 
anstelle von kultivierten BMEC, Es wurde iiberraschenderweise 
gefunden, dass BMEC in Kultur sehr schnell dedif f erenzieren, 
5 d.h. ihre BHS-Eigenschaf ten sehr schnell verlieren. Ferner 
wurde auch gefunden, dass die Expression der fiir die Blut- 
Hirn-Schranke spezifischen Proteine in kultivierten Hirnkapil- 
lar-Endothelzellen stark herabreguliert ist und nach nur 
wenigen Passagen vOllig verschwindet, wodurch keine zuverlSs- 
10 sige Isolierung und Identif izierung BMEC spezifischer Proteine 
oglich ist. AuBerdem miissen reine und vitale Zellen isoliert 
erden, vim Zellspezif itat zu gewShrleisten und negative oder 
das Ergebnis verf aischende Effekte durch Apoptose zu verhin- 
dern. 

15 Bei dem erf indungsgemaiien Verfahren kann die Entnahme von 

Gehirnmaterial aus dem jeweiligen Organismus durch operativen 
Eingriff in den lebenden Organismus erfolgen. Auf diese Weise 
k6nnen beispielsweise auch Hirnproben vora menschlichen Orga- 
nismus bei Hirnoperationen erhalten werden. Vorteilhafter ist 
20 jedoch die Entnahme des vollstSndigen Gehirns oder von Teilen 
davon aus dem Organismus mbglichst unmittelbar nach Eintritt 
(ies Todes. Bevorzugt wird das Gehirn in einem Zeitraum von 
hochstens einer Stunde, bevorzugter etwa hochstens 30 Minuten, 
noch bevorzugter etwa hochstens 15 Minuten oder noch weiter 
25 bevorzugter etwa 5 Minuten nach Eintritt des Todes entnommen. 
Das Gehirn kann beliebigen Lebewesen entnommen werden, bei- 
spielsweise dem Menschen, Rindern, Schafen, Ziegen, Pferden 
etc. Es wurde nun gefunden, dass Schweinehirne ein gutes 
Modell fiir das menschliche Gehirn im Hinblick auf die Untersu- 
30 Chung der Hirnkapillar-Endothelzellen auf BHS-spezif ische 
Proteine sowie der Obertragbarkeit der Ergebnisse auf den 
Menschen darstellen. 
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Das Schweinehirn ist zum menschlichen Gehirn sowohl beziiglich 
der Anatomie als auch der Morphologie sehr Shnlich. Ferner 
sind generell Sequenzhomologien zwischen Mensch und Schwein 
sowohl auf Protein- als auch auf Nukleinsaureebene sehr hoch, 
so dass sich an Schweinematerial erhaltene Ergebnisse zuver- 
lassig auf den Menschen iibertragen lassen und umgekehrt. Dies 
ist darin begrtindet, dass Mensch und Schwein phylogenetisch 
naher verwandt sind als Mensch und klassische Modellorganismen 
wie Maus oder Ratte. 
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Oberraschenderweise wurde gefunden, dass ein hyptonischer 

,ysepuffer nicht nur Erythrozyten lysiert, sondern auch allge- 
mein tote und apoptotische Zellen durch hypotonischen Schock 
platzen ISsst. Der bei dem erf indungsgemafien Verfahren zu 
verwendende Lysepuffer erhait wenigstens 70 %, bevofzugt 80 
bevorzugter 90 %, noch bevorzugter 95 % der Hirnkapillar- 
Endothelzellen in vitaler Form. Ferner muss der Lysepuffer 
ungiftig sein und einen pH-Wert iiti physiologischen Bereich 
besitzen. Der erf indungsgemSIi verwendete hypotonische Puffer 
sollte eine lonenstarke von 0,1-0,2 M besitzen, ein- und 
zweiwertige Anionen bzw. Kationen enthalten und in einem pH- 
Bereich von 7,0-8,0 puffern. Alle enthaltenen Substanzen 
lassen ungiftig ftir die Zellen sein, so dass gesunde Zellen in 
dem Puffer ftir kurze Zeit nicht geschSdigt werden. Bevorzugt 
enthait der hypotonische Puffer mit einer lonenstarke von 0,1- 
0,2 M Natium-, Kalium-, Ammonium-, Calcium-, Magnesium-, 
Chlorid- und Sulfat-Ionen sowie Glukose und puf fert- in einem 
pH-Bereich von 7,0-8,0. Dies erlaubt eine selektive Anreiche- 
rung vitaler Hirnkapillar-Endothelzellen aus einem Gemisch von 
Erythrozyten und anderen Zellen variierender Vitalitat. Der 
erfindungsgemaii verwendete Puffer besitzt bevorzugt die fol- 
gende Zusammensetzung bei einem pH-Wert von 7,5: 
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lon/Substanz 


min. Konz-. [itiM] 


max. Konz. [mM] 




30,0 


60,0 




5, 0 


7,5 




80,0 


100,0 


Ca^* 


1,0 


2,0 




6,0 


9,0 




125,0 


175,0 


HC03' 


4,5 


6,5 


H2PO4" 


0,5 


2,5 


S04^" 


0,3 


0, 6 


HP04^" 


0,4 


0,7 


• Glukose 


1,5 


3, 0 




evorzugter besitzt der eingesetzte Lysepuffer die folgende 
Zusaiamenset zung : 



NaCl 


30 


inM 


bis 


50 


mM 


KCl 


4,5 


mM 


bis 


5,5 


mM 


NH4C1 


80 


mM 


bis 


100 


mM 


CaCla 


1,0 


mM 


bis 


2,0 


mM 


MgCl2 


0,6 


mM 


bis 


0, 8 


mM 


MgS04 


0,3 


mM 


bis 


0, 6 


mM 




NaHC03 


4, 


5 


mM 


bis 


6, 5 


mM 


NaH2P04 


0, 


2 


mM 


bis 


0,45 


mM 


Na2HP04 


0, 


4 


mM 


bis 


0, 65 


mM 


KH2PO4 


0, 


1 


mM 


bis 


0, 15 


mM 


Glucose 


1, 


5 


raM 


bis 


3,0 


mM 



Besonders bevorzugt besitzt der Puffer die folgende 
Zusammensetzung : 




NaCl 


39 




KCl 


5,1 


mM 


NH4CI 


88 


mM 


CaCl2 


1,6 


mM 


MgCl2 


0, 69 


mM 


MgS04 


0,46 


mM 


NaHCOa 


5, 6 


mM 


NaHaPO^ 


0, 33 


mM 




0, 53 


mM 


KH2PO4 


0,12 


mM 


Glucose 


2,24 


mM 
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Normalerweise werden derartige Lysepuffer zur Isolierung von 
Lymphozyten bzw. von RNA aus Lymphozyten eingesetzt, indem 
hierbei zuerst die Erythrozyten lysiert warden. Weder die 
Zusammensetzung des erf indungsgemaJi verwendeten Puffers noch 
die Anwendu'ng eines derartigen Puffers zur Lyse apoptotischer 
Zellen wurde bisher beschrieben. 
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Die selektive Lyse apoptotischer Zellen ist bei dem erfin- 
dungsgemaJien Verfahren von wesentlicher Bedeutung, um BHS- 
spezifische Transkripte anzureichern ohne dabei gleichzeitig 
Transkripte von Genen anzureichern, die verstarkt wahrend der 

5 Apoptose exprimiert werden. Bei anderen Verfahren zur Isolie- 
rung yon Zellen wird das Problem der Apoptose dadurch umgan- 
gen, indent die isolierten Zellen in Kultur genonunen werden. 
Hirnkapillar-Endothel zellen ver^ndern jedoch in Kultur ihre 
Eigenschaf ten, was zu einem veranderten Genexpressionsmuster 

10 ftihrt. Somit erlaubt das erf indungsgeiuafie Verfahren zur Zell- 

•rSparation durch den abschliefienden Lyseschritt erstmalig und 
ezielt die Isolierung ausreichender Mengen an frischen Hirn- 
kapillar-Endothel zellen. 

Nach Entnahme des Gehirns aus dem Organismus wird dieses 
15 zweckmaiiigerweise in einen geeigneten Puffer Qberftihrt und auf 
Eis gekiihlt schnellstmSglich zur weiteren Verarbeitung ins 
Labor transportiert . Die zu isolierenden Hirnkapillar- 
Endothelzellen befinden sich im Wesentlichen in der grauen 
Hirnsubstanz . Vor der weiteren Aufreinigung der Zellen wird 
20 daher bevorzugt die graue Hirnsubstanz mechanisch aus den 

•ubrigen Hirnteilen herausprSpariert . Hierfur wird zunachst die 
■irnhaut abgezogen und die graue Hirnsubstanz abgeschabt, 
zerkleinert und in ein geeignetes Medium uberfuhrt. Ein geeig- 
netes Medium ist z.B. M199-Medium (Gibco/BRL, Grand Island, 
25 NY) Oder Earle' s Puffer. Vor der weiteren Aufreinigung ist es 
zweckmaJiig, die Masse der erhaltenen grauen Hirnsubstanz zu 
bestiimtien. 
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Earle's Puffer: 
(pH 7,3) 



NaCl 
KCl 

NaH2P04 X 2 H2O 
MgS04 X 7 H2O 
CaCl2 X 2 H2O 
Glucose X H2O 



117,2 mM 
5,3 mM 
1,0 mM 
0,81 mM 
1,8 mM 
5,6 mM 



Erf indungsgemaii erfolgt die Vorreinigung der Hirnkapillar- 

•Endothelzellen durch Auf schlielien der Hirnsubstanz in wenig- 
stens zwei aufeinander folgenden enzymatischen Schritten. In 
•5 einem ersten enzymatischen Schritt wird die Hirnsubstanz mit 
dem Enzym Dispase verdaut . Der Dispaseverdau bewirkt die 
Auflosung des Nervengewebes . Als besonders geeignet hat sich 
eine Menge yon 5 mg Dispase pro Gramm graue Hirnsubstanz 
erwiesen. Der Dispaseverdau erfolgt zweckmafiigerweise in M199- 
10 Medi\im, es sind jedoch auch andere Medien und Puffer fur diese 
Reaktion geeignet. Eine entsprechend vorbereitete Dispaseltt- 
sung wird zur Probe der grauen Hirnsubstanz gegeben, und die 
Suspension unter RUhren bei 37** inkubiert . Inkubationszeiten 
.^^^ron zwei bis vier Stunden, vorzugsweise etwa drei Stunden, 
iBRiaben sich als besonders vorteilhaft erwiesen. Die Enzymkon- 
zentrationen, die verwendeten LSsungsmittel bzw. Medien und 
die Inkubationsdauer sind jeweils so auszuwShlen, dass m5g- 
lichst viel des Materials abgebaut bzw. aufgelSst wird, wel- 
ches die Hirnkapillaren umgibt bzw. bindet . Gleichzeitig sind 
20 die Bedingungen jedoch so einzustellen, dass ein moglichst 

geringer Teil der zu isolierenden Hirnkapillar-Endothelzellen 
bei dem jeweiligen enzymatischen Schritt angegriffen bzw. 
abgetStet wird und die Zellen einer moglichst geringen Belas- 
tung ausgesetzt werden. 



• 
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Wesentlich ist hierbei, dass entstehende Scherkrafte moglichst 
gering gehalten werden. Dies wird beispielsweise dadurch 
erzielt, dass der enzymatische Verdau der Hirnmasse in Spin- 
ner flaschen langsam und kontinuierlich gemischt wird. 

5 Nach dem Dispaseverdau werden in einer erster Reinigungsstuf e 
die Hirnkapillaren mittels Zentrif ugation in Dextranlosung 
gewonnen. Hierftir konnen aus dem Stand der Technik bekannte 
Verfahren eingesetzt werden. Als besonders geeignet hat sich 
erwiesen, eine Mange der Zellsuspension aus dem Dispaseverdau 
i^^mit der gleichen Menge einer 15%igen Dextranlosung zu mischen, 
^^^BlO min. zu schutteln und fur etwa zehn Minuten bei 10°C bei 
^^^8650 X g in einem Festwinkelrotor zu zentrif ugieren. Nach der 
Zentrif ugation wird der Oberstand abgenommen und das Sediment 
dem zweiten enzymatischen Schritt zugefOhrt. 

15 Im zweiten enzymatischen Schritt wird das Sediment der Zentri- 
f ugation mit Collagenase D verdaut. Collagenase D lost unter 
anderem die Basalmembran auf . Dem zweiten enzymatischen 
Schritt werden zweckmaliigerweise ein oder mehrere Proteasein- 
hibitoren zugegeben. Besonders geeignet ist hierftir der Pro- 

20 teaseinhibitor Na-p-Tosyl-L-Lysin-Chloromethylketon (TLCK) . 

•Der zweite enzymatische Schritt wird zweckmaliigerweise unter 
Rtihren bei 31 °C ftir etwa eine Stunde durchgeftihrt . Es hat sich 
auch als besonders geeignet erwiesen, im zweiten enzymatischen 
Schritt eine oder mehrere DNAsen, wie Benzonase, einzusetzen. 
25 Hierdurch wird die beim Auf schluss toter Zellen frei werdende 
DNA abgebaut, welche ansonsten die Viskositat der Suspension 
erhoht . 

Nach dem zweiten enzymatischen Schritt wird eine zweite Reini- 
gungsstufe mittels Zentrifugation im Percoll-Dichtegradienten 
30 durchgeftihrt. Der Dichtegradient wird vorbereitet, indem man 
beispielsweise 9,91 ml Percoll, 0,72 ml 10-fach konzentriertes 
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M199-Medium und 19,37 ml Earle's Puffer mischt und in der 
Ultra-Zentrifuge bei 37200 x 4°C im Festwinkelrotor ftir 
eine Stunde zentrifugiert . Die Zellsuspension aus dein zweiten 
enzymatischen Schritt wird durch mehrfaches Zentrif ugieren bei 

5 geringer Geschwindigkeit , Abziehen des Oberstandes und Re- 

suspendieren des Zentrif ugationssediments gewaschen, d.h. von 
den zugesetzten Enzymen befreit. Nach dem letzten Zentrif uga- 
tionsschritt wird das Sediment in einer geringen Menge Fltis- 
sigkeit, wie z.B. 6 ml M199-Medium, aufgenoramen und auf den 

10 vorbereiteten Percoll-Dichtegradienten aufgetragen und in der 

•Ultrazentrifuge bei 1400 x g, 4°C ftir zehn Minuten im 
Ausschwingrotor zentrifugiert- Die Percoll- 
' Dichtegradientenzentrifugation bewirkt eine Auftrennung des 
suspendierten Zellmaterials nach seiner Dichte, wobei Ubli- 
15 cherweise drei diskrete Banden auftreten. Eine erste obere 
Bande mit der geringsten Dichte enthalt Zelltrummer bzw. 
Zellf ragmente . Eine zweite mittlere Bande enthalt unter ande- 
rem die zu isolierenden Hirnkapillar-Endothelzellen . In einer 
dritten u^teren Bande mit der hochsten Dichte sammeln sich - 
20 unter anderem Erythrozyten. 

•Die zweite Bande, welche die Hirnkapillar-Endothelzellen 
Knthalt, wird isoliert und erf indungsgemaJi einer weiteren 
Reinigung zugefiihrt. Die Isolierung kann durch Abziehen der 
Bande mit Hilfe einer Kaniile Oder vorzugsweise durch Abpipet- 
25 tieren erfolgen. 

Neben den Hirnkapillar-Endothelzellen enthSlt das Material der 
aus der Per coll -Dichtegradientenzentrifugation erhaltenen 
zweiten Bande noch eine Vielzahl anderer Zelltypen, im Wesent- 
lichen Erythrozyten und apoptotische Zellen. Bislang war es 
30 nicht moglich, diese verunreinigenden Zellen in ausreichendem 
Malie von den Hirnkapillar-Endothelzellen unter schonenden 
Bedingungen zu trennen. Oberraschenderweise wurde nun gefun- 
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den, dass dieses Problem gelost werden kann, wenn die weitere 
Reinigung der Hirnkapillar-Endothelzellen mit einem Lysepuffer 
durchgefiihrt wird, wie er ublicherweise zur Isolierung von 
Lymphozyten verwendet wird, wobei die Zusammensetzung des 

5 Lysepuffers, die Behandlungsdauer und die Behandlungstempera- 
tur so ausgewahlt sind, dass vorhandene Erythrozyten und 
apoptotische Zellen iiti Wesentlichen vollstSndig zerst5rt 
werden und ein GroJiteil der Hirnkapillar-Endothelzellen tiber- 
lebt. Die Vorteile und Eigenschaf ten dieses Puffers wurden 

10 vorstehend dargelegt. 

^^A\ls erf indungsgexn^fi geeignet hat sich ein Lysepuffer erwiesen, 
^^^der die folgenden Bestandteile enthalt: 



NaCl 


30 


mM 


bis 


50 


mM 


KCl 


4,5 


rnM 


bis 


5, 5 


mM 


NH4CI 


80 


xnM 


bis 


100 


mM 


CaCl2 


1,0 


mM 


bis 


2,0 


mM 


MgCla 


0, 6 


mM 


bis 


0, 8 


mM 


^gS04 


0, 3 


mM 


bis 


0, 6 


mM 


PaHCOs 


4,5 


mM 


bis 


6,5 


mM 


NaH2P04 


0,2 


mM 


bis 


0,45 


mM 


Na2HP04 


0,4 


mM 


bis 


0, 65 


mM 


KH2PO4 


0,1 


mM 


bis 


0,15 


mM 


Glucose 


1,5 


mM 


bis 


3,0 


mM 



15 Besonders geeignet ist ein Lysepuffer, der die folgende Zusam- 
mensetzung hat: 
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iNaV^ JL 




TTlM 
lllL*i 




S 1 






0 D 






X , 0 










iyicroU4 


U / ^ 0 


IIliYl 


NaHCOs 


5, 6 


mM 


NaH2P04 


0, 33 


mM 


^a2HP04 


0, 53 


mM 


KH2PO4 


0,12 


mM 


Glucose 


2,24 


mM 



Nach Zugabe des Lysepuffers wird die Suspension gertiischt und 
mehrfach durch Zentrifugieren bei niedriger Geschwindigkeit 
und Resuspension in geeignetem Medium bzw. Puffer, wie M199 
5 Oder Earle's Puffer, gewaschen. Im Zentrifugat sairaneln sich 
die gereinigten Hirnkapillar-Endothelzellen, 

•Die gereinigten Hirnkapillar-Endothelzellen konnen nun auf 
zwei verschiedenen Wegen weiter verarbeitet werden um die 
Anwesenheit BHS-spezif ischer Proteine oder Fragmente davon zu 
10 identif izieren. So konnen zum einen liber den Proteomics-Ansatz 
als auch Uber den Genomics-Ansatz jeweils unterschiedliche 
Proteine bzw. Fragmente davon bzw. Transkripte identif iziert 
und isoliert werden. Nachstehend werden beide Ansatze naher 
beschrieben. 

15 Die folgenden Figuren erlautern den Gegenstand der vorliegen- 
den Erfindung naher: 



Figur 1: Northern-Blot Analyse von Itm2A 
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Expressionsmuster von Itm2A in kultivierten BMEC 
(M: 100 bp-Marker) 

Expressionsmuster von S231 (M:100 bp ladder) 

Expressionsmuster von ssEMPl (M:100 bp ladder) 

Northern-Blot Analyse hybridisiert mit S231 (A) bzw 
EMPl (B) als Sonde 

Homologie-Vergleich von humanem und murinem EMPl 
sowie porcinem S231. Die Membrandomane ist hell her 
vorgehoben, die N-Glykosilierungsstelle hellgrau. 

Expressionsmuster von S231 in kultivierten Zellen 
(M:100 bp-Marker) 

Northern-Blot hybridisiert mit full-length 
FLJ13448/S012 als Sonde 

Homologie-Vergleich von humanem, murinem und porci- 
nem FLJ13448/S012. Kursiv sind jeweils die Peptide 
dargestelltr die als Signalpeptide dienen und ab- 
gespalten werden. 

0: Expressionsmuster von porcinem FLJ13448/S012 in 
kultivierten Zellen {M:100 bp-Marker) 

1: NSE2 Aminosauresequenz des humanen Proteins. Durch 
die fette, unterstrichene Schrift sind die im Mas- 
senfingerprint identif izierten Peptide gekennzeich 
net . 

.2: Northern-Blot fUr NSE2 hybridisiert mit SEQ ID NO: 
22 als Sonde 

L3: Expressionsmuster von NSE2 in kultivierten Zellen 
(M:100 bp-Marker)^ 
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Figur 14: Homologie-Vergleich von humanem NSE2 und NSEl. In 

hellem Font sind potentielle Phosphorilierungsstel- 
len dargestellt. Unterstrichen ist eine mogliche Ty- 
rosin-Kinase Domane (ProSite Pattern Match PS00109) , 
wobei der aktive Rest fett dargestellt ist. 

Figur 15: Verteilung von PEST-Domanen in NSE2. PEST-Sequenzen 
sind Pro, Glu, Ser und Thr reiche Regionen in Prote- 
inen^ die ftir eine kurze Halbwertszeit solcher Pro- 
teine in der Zelle verantwortlich sind, indem sie 
die Ubiquitinilierung dieser Proteine kontrollieren. 
Phosphorilierung bestimmter Ser oder Thr Reste in 
den PEST-Regionen (hell) ist fur die Erkennung und 
Prozessierung durch den Ubiquitin-Proteasoiti Weg 
wichtig. 

Figur 16: Aminosauresequenz des humanen Proteins DRG-1 

(CAB66619) . Durch die fette, unterstrichene Schrift 
sind die im Massenf ingerprint identif izierten Pepti 
de gekennzeichnet . 

Figur 17: Der Homologie-Vergleich von himanem und murinem DRG- 
1 zeigt 90 % Identitat bzw. 94 % Homologie. Poten- 
tielle Phosphorilierungsstellen, eine nicht konser- 
vierte potentielle Glykosilierungsstelle und die 
Transmembrandomane sind in hellem Font dargestellt. 
Der N-Terminus ist intrazelluiar lokalisiert, 

Figur 18: Expressionsmuster von DRG-1 (M:100 bp-Marker) 

Figur 19: Expressionsmuster von DRG-1 in kultivierten Zellen 
(M:100 bp-Marker) 



Figur 20: TKA-1 AminosSuresequenz des humanen Proteins, Durch 
die fette, unterstrichene Schrift sind die im Mas- 
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senf ingerprint identif izierten Peptide gekennzeich- 
net . 

Figur 21: Northern-Blot hybridisiert mit ssTKA-l.ctg als Sonde 

Figur 22: Expressionsmuster von TKA-1 in kultivierten Zellen 
5 (M:100 bp-Marker) 

Identif izierung BHS-spezif ischer Proteine durch dif f erentielle 
2D-Gelelektrophorese 

Durch den direkten zweidimensionalen Vergleich der Genprodukte 

•kann ein vollstandiges Bild der Hirnkapillar-Endothelzellen 
erhalten werden. Erf indungsgemali wird bei alien Elektrophore- 
sen ein Vergleichsgewebe verwendet . Das Vergleichsgewebe ist 
ein Gewebe, das eine gezielte Identif ikation von Transkripten 
bzw. Proteinen erlaubt, die spezifisch ftir die Blut-Hirn- 
Schranke sind. GrundsStzlich kdnnen beliebige Endothelzellen 
15 als Vergleichsgewebe verwendet werden, beispielsweise makro- 
und mikrovaskulare Endothelzellen des gleichen Gewebes oder 
auch Endothelzellen aus anderen Organen, z.B. Herz, Lunge, 
Niere, Leber, Aorta etc. Es kSnnen auch aus Kultur gewonnene 
dedif f erenzierte BMEC verwendet werden. Es ist jedoch bevor- 

•ugt, einen anderen Endothelzelltyp als Vergleichsgewebe gegen 
irnkapillar-Endothel zellen zu verwenden. Bevorzugt werden En- 
dothelzellen aus Aorta verwendet, die keine Barrieref unktion 
aufweisen. Dies hat zusatzlich den Vorteil, dass MikrogefaJie 
gegen Makrogefafie verglichen werden k5nnen. Es konnen ferner 
25 auch andere mikrovaskulare Endothelzellen benutzt werden. 

Ebenfalls geeignet sind unter anderen Bedingungen kultivierte 
Hirnkapillar-Endothelzellen als Vergleichsgewebe, z.B. unter 
anderen Bedingungen bzgl. pH-Wert, Wachstumsmatrix, Wachstxims- 
faktoren, z.B. Cytokine. Aus den bekannten Eigenschaf ten der 
30 Hirnkapillar-Endothelzellen gegentiber dem jeweiligen Ver- 
gleichsgewebe ergibt sich die physiologische Bedeutung der 
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identif izierten Proteins. Erf indungsgemali bevorzugt werden 
zwei definierte Zelltypen verwendet: Frisch isolierte BMEC als 
der Zelltyp mit Schrankenf unktion und Endothelzellen aus 
Aorta, die also wie BMEC auch Endothelzellen sind, jedoch 
5 keine Schrankenf unktion aufweisen. Insbesondere durch die 

Verwendung von Schweinegewebe ist es erstmals moglich eine so 
detaillierte Proteomkarte dieser Zellen zu erstellen. 

Pr obenvorberei "bung 

Zunachst ist die Vitalitat der praparierten Zellen und der An- 

•teil der in der Preparation enthaltenen Erythrozyten zu be- 
stiitiiuen. Zur Bestimmung der Vitalitat werden 20 pi der sus- 
pendierten Zellen entnommen und mit 4 ]il Fluorescindiacetat- 
ArbeitslOsung (24 pM in Earle's Puffer) und 2 pi Propidium- 
iodid-Arbeitslttsung (70 pM in Earle's Puffer) versetzt. Die 
15 Suspension wird gemischt und 10 min bei 37 °C inkubiert. Die 
Zellen werden unter einem Fluoreszenzmikroskop dokumentiert 
und das Verhaitnis vitale zu geschadigten Zellen bestixnmt. 
Lebende Zellen sind an einer grUnen Fluoreszenz (Exitation 450 
niti und Emission 515 nm) , geschSdigte Zellen dagegen an einer 
20 roten im Kern lokalisierten Fluoreszenz (Exitation 488 nm und 

•Emission 615 nm) zu erkennen. Der Anteil der Erythrozyten wird 
durch Zugabe von 20 pi Benzidin-Arbeitslosung (15 mM Benzidin- 
hydrochlorid, 12 % (v/v) Essigsaure, 2 % (v/v) H2O2) zu 20 pi 
Zellsuspension bestimmt. Die Probe wird gemischt und 5 min bei 
25 25 °C inkubiert. Danach wurde ein Tropfen der Zellen auf einen 
Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas abgedeckt . 
Erythrozyten erscheinen in diesem Test durch die Anlagerung 
blauer Kristalle im Durchlichtmikroskop. Durch Auszahlen wird 
das Verhaitnis von Endothelzellen zu Erythrozyten bestimmt. 
30 Die Zellen lassen sich bei einem Vitalitatsverhaitnis von 95 % 
vitaler Zellen und bei einer Erythrozytenverunreinigung von 



unter 10 % fur die nachf olgende zweidimensionale Gele- 
lektrophorese verwenden. 



1^ 



Das Feuchtgewicht der frisch isolierten, sedimentierten Zellen 
wird bestinmit und mit dem fiinffachen Voliomen (z.B. 100 mg 
Zellen mit 500 ]il Puffer) Puffer A pH 6 . 8 (10 itiM PIPES, 100 mM 
NaCl, 3 mM MgCl2, 300 mM Saccharose, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 150 
pM Digitonin) vorsichtig resuspendiert - Die Zellsuspension 
wurde danach 20 min unter leichtem Schutteln auf Eis inku- 
biert. AnschlieJiend erfolgt eine Zentrif ugation (480 g, 4°C, 
10 min)/ urn die Zellen zu sedimentieren . Der tiberstand wird 
bgezogen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 




Das Sediment wird dann wiederum im funffachen Volumen des 
ursprunglichen Feucht gewichtes in Puffer B pH 7 . 4 (10 mM 
PIPES/ 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2. 300 mM Saccharose, 5 mM EDTA, 

1 mM PMSF, 0,5% (v/v) Triton X-100) resuspendiert und auf Eis 
30 min unter heftigem Schatteln inkubiert. Danach wird die 
Probe 10 min durch Zentrif ugation (5000 g, 4°C) sedimentiert , 
der Oberstand abgezogen und bis zur weiteren Verwendung bei - 
20*^0 gelagert. 

Das Sediment wird nun im l,7fachen des ursprunglichen Feucht- 

ewichtes in Puffer C pH 7 . 4 (10 mM PIPES, 10 mM NaCl, 1 mM 
MgCl2^ 1 mM PMSF, 1% (v/v) TWEEN-40, 0,5% (w/v) Desoxycholat ) 
resuspendiert, in einen Dounce-Homogenisator UberfUhrt und mit 
funf Hiiben auf geschlossen . Danach wird die Probe wieder in ein 

2 ml Reaktionsgefaii UberfUhrt und 1 min im Ultraschallbad 
inkubiert- Die Probe wird dann durch Zentrif ugation (67 80g, 
4°C, 10 min) sedimentiert und der Oberstand bis zur weiteren 
Verwendung bei -20**C gelagert. 

Das Sediment ist je nach Gr5fie in 200 - 500 pi Puffer D pH 8 . 0 
(50 mM Tris, 1 mM MgCl2) zu resuspendieren und wird in Stick- 
stoff schockgef roren. Danach wird die Probe im Ultraschallbad 
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aufgetaut und anschlieliend bei 37^*0 mit 5 - 10 pi Benzonase 
(25 U/pl) inkubiert bis sich eine homogene^ nicht mehr viskose 
Fliissigkeit bildet. Dann wird das 7fache Volumen einer 5 % 
(w/v) SDS-Losung zugegeben und die Probe 20 min auf 90 °C 
5 erhitzt. Es folgt eine Zentrif ugation fiir 10 min (7000g, 20°C) 
zur Entfernung unloslicher Bestandteile . Der Oberstand wurde 
abgezogen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
Das eventuell vorhandene Sediment wird verworfen. 

Die Oberstande werden aufgetaut, anteilsmaliig vereinigt und 
ic^^gemischt . Urn die in der Probe enthaltenen Detergenzien zu 
^^^^ntfernen, erfolgt die Mischung der Probe mit 100 % Aceton 
^^^( gelagert bei -SCC) im Verhaltnis 20 zu 80. Nach grundlichem 

Mischen wird die Fallung mindestens 1 h bei -30**C inkubiert. 

Danach erfolgt die Sedimentierung der gefSllten Proteine ftir 
15 15 min bei lO.OOOg und 4°C. Der Oberstand wird dekantiert und 

verworfen. 

Anschlieliend wird das Sediment mit 80 % (v/v) Aceton (-30 '^C 
kalt) gewaschen und erneut bei -30*^0 inkubiert. Nach der 
erneuten Zentrif ugation (15 min, 10.000 g, 4''C) wird der 
20 Oberstand verworfen und das Sediment in der kleinstmoglichen 

•enge Solubilisierungspuf f er I (7 M Harnstoff, 2 M Thio- 
arnstoff, 4 % (w/v) CHAPS) oder II (8 M Harnstoff, 4 % (w/v) 
CHAPS) resuspendiert und der Proteingehalt der Proben be- 
stimmt. Dazu werden ftir die Proteinbestimmung in einem 50 ml 
25 Reaktionsgef aiJ 1 Teil Rotiquant (Roth) und 4 Telle bidestil- 
liertes Wasser zu einer fertigen Arbeitsl5sung gemischt und 
unl5sliche Bestandteile iiber einen Faltenfilter entfernt. Fiir 
die Eichgerade werden Verdunnungen von Rinderserumalbumin 
(BSA) in Solubilisierungspuf fer I bzw. II hergestellt. Dabei 
30 wurden ftir die Eichl5sungen Konzentrationen von 0,2 mg/ml, 0,4 
mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml und 1,0 mg/ml eingestellt. Von den 
Eichl5sungen, der Probe und der Referenz (Solubilisierungspuf- 
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fer I Oder II) werden je 20 pi in einem 1,5 ml Reaktionsgef ali 
vorgelegt und mit 1 ml der Rotiquant-Arbeitslosung versetzt. 
Gemischt wird in dem jeweiligen Reaktionsgef aJi durch soforti- 
ges Invertieren, danach erfolgt eine Inkubation der Probe bei 
25 °C fiir die Dauer von 2 0 itiin. Nach Oberfiihren der Probe in 
eine 1 ml Ktivette wird in einem Spektralphotometer bei 560 run 
die Absorption gemessen. Durch Erstellung einer Eichgerade 
kann der Proteingehalt der Proben bestimmt werden. 



Die restlichen Uberstande der Proben werden dann bis zur 
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 



soelek-brische Fokussierung 

Ftir 12 Fokussierungsgele werden 2,5 mg Probe, die in 4,5 ml 
Solubilisierungspuffer I oder II (ftir pH-Gradient 4,5-5,5) 
gel5st vorliegen, mit 1,125 ml Fokussierungspuf f er I (7 M 
15 Harnstoff, 2 M Thioharnstof f , 4% (w/v) CHAPS, 91 mM DTT, 2,5 % 
IPG-Puffer) bzw. II {8 M Harnstoff, 4% (w/v) CHAPS, 91 mM, 
2,5% IPG-Puffer; ftir pH-Gradient 4,5-5,5) versetzt, 1 min im 
Ultraschallbad behandelt und dann 5 min in der Tischzentrif uge 
(20-OOOg) zentrifugiert . Fiir die verwendeten pH-Gradienten 

•(3,5 - 4,5; 4,0 - 5,0; 4,5 - 5,5; 5,0 - 6,0; 5,5 - 6,7; 6,0 - 
\,0) die als 24 cm lange Gele (Immobiline DryStrip; Amersham 
Biosciences) eingesetzt werden, werden die passenden IPG- 
Puffer eingeset zt . 

AnschlieBend werden je 4 50 pi Probe in die Rehydratisierungs- 
25 vorrichtung pipettiert und das Immobiline DryStrip- 

Fokussierunsgel mit Hilfe von zwei Pinzetten mit der Gelseite 
nach unten luf tblasenf rei auf die Losung gelegt. Danach wird 
das Gel mit Paraffin51 Uberschichtet . Die Rehydratisierungs- 
dauer betrSgt mindestens 12 h bis maximal 16 h. Beim pH- 
30 Gradienten 6,0 - 9,0, bei dem die Probe mittels Cup-Loading 

aufgetragen wird, wird anstelle der Probe mit der entsprechen- 
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15 



den Mischung aus Solubilisierungspuf f er I (4,5 ml) mit dem 
entsprechenden Fokussierungspuf f er I (1,125 ml) der Gelstrei- 
fen rehydratisiert . Nach der Rehydratisierung wird jeder 
Gelstreifen in einen 24 cm Stripholder tiberftihrt und in Falls 
des ,,Cup Loadings'' zusStzlich der Sample Cup direkt vor die 
Kathode platziert. Die Probe mit jeweils 200 ]ig Protein wird 
in den Sample Cup pipettiert und zusaramen mit dem Immobiline 
DryStrip-Gel mit ParaffinSl tiberschichtet . 



• 



Die mit bidestilliertem Wasser angef euchteten Elektrodenstrei- 
fen werden an den jeweiligen Gelenden positioniert . Auf diese 
IStreifen werden dann die Elektroden aufgesetzt. Danach werden 
jeweils 6 beladene Stripholder in einer ETTAN IPGphor Fokus- 
sierungsapparatur (Amersham Biosciences) mit einem, dem pH- 
Gradienten entsprechenden Programm (siehe Tabelle 1) fokus- 
siert. Nach Abschluss der Fokussierung werden die Streifen mit 
einer Pinzette entnommen und bis zur weiteren Verwendung bei - 
80°C gelagert. 

Tabelle 1: Programme ftir die Isoelektrische Fokussierung 



Programm 1 










500 V 


Linearer Gradient 


1 h 


S2 


500 V 


Stufengradient 


1 h 


S3 


1000 V 


Stufengradient 


1 h 


S4 


8000 V 


Linearer Gradient 


1 h 


S5 


8000 V 


Stufengradient 


88 kVh 


Prograinin 2 








SI 


500 V 


Linearer Gradient 


0,5 h 



-24- 



S2 


500 V 


Stuf engradient 


0,5 h 


S3 


1000 V 


Linearer Gradient 


0,5 h 


S4 


1000 V 


Stuf engradient 


0,5 h 


35 


4000 V 


Linearer Gradient 


1,0 h 


36 


4000 V 


Stuf engradient 


0,5 h 


37 


8000 V 


Linearer Gradient 


0,5 h 


^8 


8000 V 


Stuf engradient 


105 kVh 



Programm 1 wird ftir die pH-Gradienten 3,5-4,5, 4,0-5,0, 
4,5 - 5,5, 5,0 - 6,0 und 5,5 - 6,7 angewandt, wShrend Programm 
2 bei Gelen mit einem pH-Gradienten von 6,0 - 9,0 zur Anwen- 
5 dung kommt . 

SDS-Gelelek-trophorese 

Ftir die zweite Dimension warden die benotigten SDS- 
^^^Polyacrylamidgele mit einer Konzentration an Acrylamid von 
^^^^2,5 % (w/v) selbst hergestellt. 

10 Die GelgieJiapparatur wird entsprechend der Bedienungsanleitung 
(Amersham Biosciences) montiert und mit Verdrangungspuf f er pH 
8,8 (0,375 M Tris, 50 % (v/v) Glycerin, 0,002 % (w/v) Bromphe- 
nolblau) in das vorgesehene Reservoir befQllt. 

Der Gelpolymerisationsansatz pH 8,8 (12,17 % (w/v) Acrylamid, 
15 0,33 % (w/v) Bisacrylamid, 0,375 M Tris, 0,1 % (w/v) SDS, 0,05 
% (w/v) Ammoniumperoxodisulf at ) wird in ein GefSfi mit Auslauf- 
tUlle gemischt und dann 5 min im Ultraschallbad entgast . 
Danach wird die Polymerisationsreaktion durch Zugabe von 0,04 



15 



20 



25 
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% (v/v) TEMED gestartet. Sofort wird das Gefafi an einem Stativ 
montiert und iiber einen Schlauch mit der GelgieBapparatur 
verbunden. Die Gellosung wird in die Apparatur flieJien lassen 
bis sie ca 3 cm unter der niedrigeren Kante der Gel-Kassetten 
steht. Danach wird der Stopfen des Reservoirs fur den Verdran- 
gungspuffer gelSst und der Puffer verdrangt die Gellosung, bis 
diese ca 1 cm unter die Glaskante der Kasette gestiegen ist. 
Die gegossenen Gele werden bis zur vollstandigen Polymerisati- 
on mit wassergesattigtem n-Butanol tiberschichtet . 



J 




30 



Je ein Fokussierungsgel wird aus dem - 80 °C-Gef rierschrank 

ntnommen und in ein EquilibrierungsrOhrchen tiberfUhrt. Durch 
iugabe von je 15 ml Reduktionspuf f er pH 8 . 8 (6 M Harnstoff, 50 
mM Tris, 30% (v/v) Glycerin, 4% (w/v) SDS, 65 mM DTT) werden 
die in den Gelen fokussierten Proteine unter Schtitteln far 15 
min bei 25 °C reduziert. Danach wird der Reduktionspuf fer 
verworfen und die Proteine durch Zugabe von 15 ml Alkylie- 
rungspuffer (6 M Harnstoff, 50 mM Tris, 30% (v/v) Glycerin, 4% 
(w/v) SDS, 260 mM lodacetamid) mit lodacetamid alkyliert. Die 
Inkubation erfolgt dabei ebenfalls fiir 15 min bei 25 °C unter 
Schutteln. Der Puffer wird anschliefiend auch verworfen und der 
Gelstreifen wird aus dem Rohrchen entnommen. Mit Hilfe einer 

inzette wird das Gel auf die SDS-Gele gelegt und mit 2 ml 
fliissiger AgaroselOsung pH BV 3 (0,5 % (w/v) Agarose, 25 mM 
Tris, 192 xnM Glycin, 0,1% (w/v) SDS) uberschichtet und dadurch 
fixiert. Die Elektrophoresekaramer ETTAN DALT II (Amersham 
Biosciences) wird mit 10 1 2D-Lauf puf f er pH 8,3 (25 mM Tris, 
192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) befiillt, die PAA-Gele in das 
Gerat eingebaut und der Elektrophoreselauf durchgef uhrt . Dabei 
wird zunachst eine konstante Leistung von 5 W pro PAA-Gel far 
50 min eingestellt. Die Temperatur betrSgt konstant 20 °C. 
Danach wird die Leistung auf 55 W pro Gel maximal jedoch auf 
180 W erhdht und die Elektrophorese fortgesetzt bis der blaue 
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Kontrollfarbstoff (Bromphenolblau) das untere Ende der Gele 
erreicht hat. Die Elektrophorese wird beendet und die Gele 
entnommen, Je Gel werden in einer Schale 4 00 ml (7 % (v/v) 
Essigsaure, 10 % (v/v) Methanol) vorgelegt, das Gel aus den 
5 Glasplatten entnommen und in die Schalen liberf uhrt . Zur Fixie- 
rung werden die Gele 30 min bei 25°C unter Schiitteln inku- 
biert. Wahrendessen werden 4 00 ml SyproRuby Farbelosung in 
einer schwarzen Schale vorgelegt und die fixierten Gele nach 
Ablauf der Inkubationszeit in die Farbel5sung aberfuhrt. Nach 
10 der Farbung ftir 16 h unter Schtitteln werden die Gele in 400 ml 
^^ixierung 15 min entfarbt und zur Dokumentation im FLA 5000 
^^^canner (Fuji) bei einer AnregungswellenlSnge von 473 nm und 
einer Emissionswellenlange vori 575 nm bei einer AuflOsung von 
100 pm und einer 16 bit Gradiation gescannt. Die Gele werden 
15 danach in Plastikfolie eingeschweiiit und bei 4°C bis zur 
weiteren Verwendung gelagert. 

Iden-blflkatlon di.fferent±eller Spots 

Zur Identif ikation dif f erentieller Proteinspots wurden zu- 
nachst pro pH-Gradient (3,5 - 4,5; 4,0 - 5,0; 4,5 - 5,5; 5,0.- 
20 6,0; 5,5 - 6,7; 6, 0 - 9,0) jeweils 10 Gele mit frisch pr^pa- 

•ierten BMECs und 10 Gele aus AOECs (Aorta Endothelial Cells) 
rstellt und gescannt. Die Gele wurden dann mit Z3-Auswerte- 
software (Compugen) verglichen und dif f erentielle Spots anno- 
tiert. Als Filter wurden dabei eine minimale SpotgroJie von 100 
25 Pixel angenommen. Die Proteinspots, die in BMECs hGher (drei- 
fache Menge oder mehr) oder einzigartig detektiert werden 
konnten, wurden mit einer 1000 pl-Spitze auf einem Blaulicht- 
tisch (MoBiTec) ausgestochen und in ein 0,2 ml Reaktionsgef aJi 
uberfuhrt. Die ausgestochenen Spots wurden beschriftet und bis 
30 zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 



-27- 



V 




Hydrolyse und massenspektrometrische Analyse der Proteinproben 

Das in der Gelmatrix fixierte, ausgestochene Protein wurde aus 
dem -SC^C Kahlschrank entnommen und durch Zugabe von 100 ul 
bidestilliertem Wasser gewaschen, Dazu wurde der jeweilige 
Ansatz 20 min bei 25 °C unter Schtitteln inkubiert und dann der 
Oberstand abpipettiert und verworfen. Der Vorgang wurde noch 
zwei weitere Male wiederholt. Daran wurde zweimal mit 100 pi 
50% (v/v) Acetonitril liberschichtet und jeweils 15 min bei 
25*^0 unter Schtitteln inkubiert. Erneut wurden die Oberstande 
verworfen. Durch die Zugabe von 100 ]il 100% Acetonitril und 15 

linutiger Inkubation bei 25''C unter Schutteln erfolgte eine 
vollstandige Dehydratisierung des Gelstuckes. Nach Entfernen 
des Oberstandes wurde das Gelsttick 5 min an der Luft getrock- 
net. Danach wurde das Gelsttick in 15 pi Hydrolysepuf f er (50 mM 
(NH4)2C03, 25 ng - 50 ng/15 pi Trypsin V) wieder rehydratisiert 
und gequollen. Die Hydrolyse der Proteine erfolgte durch 
Inkubation bei 37 °C ftir 18 h. Fur die Erstellung eines Peptid- 
,,Fingerprints'' mittels Matrix-Assisted Laser Desorption Ioni- 
zation (MALDI) werden die Hydrolysen mit 15 pi 0,1% (v/v) 
Trif luoressigsaure angesSuert. Die verwendeten ZipTip-C18- 
Pipettenspitzen werden durch dreimaliges Rehydratisieren mit 

e 10 pi 50% (v/v) Acetonitril und anschliefiendes dreimaliges 
Equilibrieren mit je 10 pi 0,1% (v/v) Trif luoressigsaure 
vorbereitet. Das Auftragen der Probe erfolgt durch sieben- bis 
zehnmaliges Auf Ziehen des Oberstandes des Hydrolyseansatzes . 
Gewaschen werden die ZipTips dann mit 10 pi 0,1% (v/v) Trif lu- 
oressigsaure . Die Peptide werden direkt mit der Matrix (a- 
Cyanozimtsaure, 50% (v/v) Acetonitril, 0,1% (v/v) Trifluores- 
sigsaure) durch drei- bis viermaliges Auf- und Abpipettieren 
auf den MALDI-Messtrager eluiert . Nach Trocknen der Proben auf 
dem Trager werden die Proben zunSchst massenspektrometrisch 
mittels MALDI-Fingerprint gemessen und analysiert. Dazu werden 
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am Voyager DE PRO (PerSeptive Biosystems) MALDI- 
Massenspektrometer die Proben im „Positive Reflector Mode" mit 
einer Beschleunigungsspannung von 20000 V, einer Gitterspan- 
nung von 75%, einem Weichendraht von 0,02% und einer Verzoge- 
rungszeit von 220 ns gemessen. Dabei' wird ein Massenf enster 
verwendet, das Massen zwischen 700 - 3500 Da berticksichtigt . 

Die erhaltenen Massenlisten ftlr jeden Proteinspot werden in 
eine Datenabfrage eingesetzt. Verwendet werden dabei drei 
verschiedene Programme: Mascot, MSFit und Profound. 

roteinspots, bei denen trotz eines guten Massen-Fingerprints 
eine Datenbank-Identif izierung mSglich ist, werden mit ESI- 
Massenspektrometrie zur Generierung von Aminosauresequenzin- 
formation eingesetzt. 



^^g( 
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Nach der Hydrolyse wird der Hydrolyseansatz daftir mit 15 pi 
0,2% (v/v) Ameisensaure angesSuert und 30 min unter Schtltteln 
inkubiert. ZipTip-C18-Pipettenspitzen (MilliPore) werden 
wahrenddessen dreimal mit je 10 pi 50% (v/v) Acetonitril 
rehydratisiert und anschliefiend durch dreimal Waschen mit je 
10 pi 0,1% (v/v) Trifluoressigsaure equilibriert . Das Auftra- 
^en der Probe erfolgt durch sieben- bis zehnmaliges Aufziehen 

jes Oberstandes des Hydrolyseansatzes . Gewaschen werden die 
ZipTips dann mit 10 pi 0,1% (v/v) Trif luoressigsaure, an- 
schlieliend wird durch zweimaliges Waschen mit 0,1% (v/v) 
Ameisensaure umgepuffert und dann die Peptide durch ftinf- bis 
siebenmaliges Aufziehen von 2 pi 50% (v/v) Methanol eluiert. 

Die erhaltenen Peptidgemische konnen entweder direkt oder 
mittels Liquid-Chromatographie (LC) gekoppelt mit ESI- 
Massenspektrometrie analysiert werden. 

Ftir eine Direktmessung wird 1 pi der eluierten Probe in eine 
Hohlnadel (Protana) gefiillt. Dabei wird zunSchst ein Ober- 
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sichtsspektrum mit einer lonensprayspannung von 850 - 1000 V, 
einem Vorhanggasdruck von 20 psi, einem ,,Declustering'^- 
Potential von 40 - 50 V, einem Fokussierungspotential von 245 
V und der Spannung an der Mehrkanalplatte von 2000 - 2100 V im 
,,Positive Mode'' gemessen. Der Scanbereich liegt dabei bei 100 
- 1600 Oder 410 - 1600 Th. Die im Spektrum detektierten Pepti- 
de werden einer stoliinduzierten Fragmentierung unterworfen. 
Dazu werden Produktionenspektren von jedem Peptid bei einer 
lonensprayspannung von 850 - 1000 V, einem Vorhanggasdruck von 
20 - 40 psi, einem „Declustering''-Potential von 40 - 50 V, 
.einem Fokussierungspotential von 245 V, einer Quadrupolauf 15- 
fsung 0,7 - 1,0 amu, einer Kollisionenergie von 15 - 50 V und 
einer Spannung an der Mehrkanalplatte von 2100 - 2400 V aufge- 
nommen. Der Scanbereich betragt dabei 50 - 1600 Th. 

Bei der Kopplung der nanoHPLC an das ESI-Massenspektrometer 
wird zunSchst die Reversed phase (RP) -VorsSule mit 2 ]il Probe 
bei einem Fluss von 20 lal/min 0,1 % (v/v) Trif luoressigsaure 
beladen. Die chr omatogr aphis che Trennung der Peptide erfolgt 
uber eine RP-ClS-SSule (LC Packings) mit einem Gradienten tiber 
35 min von den Anf angsbedingungen (0,05 % (v/v) Ameisensaure ^ 
10 % (v/v) Acetonitril) bis zu den Endbedingungen (0,05 % 
■v/v) Ameisensaure, 76 % (v/v) Acetonitril) . Die Kopplung der 
HPLC mit dem Massenspektrometer erfolgt iiber eine Hohlnadel 
(New Objective) . Die Einstellungen des Massenspektrometers 
werden so gewahlt, dass wahrend des LC-Laufes zwei Experimente 
durchgefUhrt werden kbnnen. Aufier der lonensprayspannung (1800 
- 2200 V) entsprechen die dabei eingestellten Parameter den 
bereits oben auf gefiihrten. Es werden sowohl Obersichtsspektren 
als auch Produktionenspektren abwechselnd wShrend des Laufes 
aufgenommen. Die Einstellungen sind bei den Produktio- 
nenspektren so gewahlt, dass die beiden intensivsten Signale 
des Obersichtsspektrums, die 2fach, 3fach Oder 4fach geladen 
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und deren Intensitat grofber als 10 cps sind, anschliefiend tiber 
eine stoBinduzierte Fragmentierung analysiert werden. Der 
Scanbereich liegt dabei von 450 - 1600 Th. Die Auswertung der 
erhaltenen Spektren erfolgt in drei Stufen: 

A) Die Produktionenspektren, die Inf ormationen iiber die 
Aminosauresequenz des korrespondierenden Peptides enthalten, 
werden zunachst mit Hilfe des Sof twareprogrammes MASCOT (Mat- 
rix Sciences) vollstandig mit offentlichen Datenbanken abge- 
glichen. Kann dabei keine Zuordnung des Peptides zu einem 
Protein erfolgen, werden 
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) die Produktionenspektren mit einem Sof tewaretpol des 
Gerateherstellers zunachst automatisch sequenziert. Die so 
erhaltenen Aminos auresequenzen wurden nach Shevchenko et al. 
(iber MSBlast mit den offentlichen Datenbanken verglichen. 
Konnte das Protein nicht identif iziert werden, wurden 

C) die Produktionenspektren manueil ausgewertet und die 
erhaltenen Aminosauresequenzen mittels Blast oder FASTA mit 
den Offentlichen Datenbanken verglichen. 

Nach dem vorstehend beschriebenen Verfahren kbnnen gezielt 
,HS-spezif ische Proteine oder auch Fragmente davon in Hirnka- 
pillar-Endothelzellen identif iziert werden. Die vorstehende 
Beschreibung erlaubt natarlich Routinevariationen, die einem 
Fachmann of f ensichtlich sind. Beispielsweise konnen folgende 
Verf ahrensschritte variiert werden: 

Als Auf schlussverfahren k^^nnen auch andere dem Fachmann 
bekannte Verfahren zur Gewinnung der Proteine verwendet 
werden, die in der Standardliteratur beschrieben sind 
(z.B. „2D-Proteome Analysis Protocols'') 
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Ftir die isoelektrische Fokussierung konnen natiirlich 
entsprechende Fokussierungsgele von anderen Herstellern 
eingesetzt werden. Auch verschiedene Langen und pH- 
Gradienten konnen eingesetzt werden. 

Ftir die Trennung in der zweiten Dimension kSnnen nattir- 
lich entsprechende Gelsysteme anderer Hersteller verwen- 
det werden. Auch ist die Verwendung weiterer GelgrSBen 
moglich. 

StandardmSLBig kOnnen auch andere dem Fachmann bekannte 
Proteasen zur Herstellung des Peptidmusters verwendet 
werden. 

Zur Bestimmung der Peptidmassen und de novo AminosSurese- 
quenzen kdnnen auch Massenspektrometer anderer Bauart und 
anderer Hersteller verwendet werden. 

Zur Bestimmung der Peptidmassen und der de novo AminosSu- 
resequenzierung konnen die massenspektrometrischen Bedin- 
gungen sowohl apparativ als auch funktionell entsprechend 
der Probe variiert werden. 

m Folgenden wird nun die Identif izierung BHS-spezif ischer 
roteine oder Fragmente davon in Hirnkapillar-Endothelzellen 
liber den Genomics-Ansatz beschrieben. 

Identifiziernng BHS-spezif ischer Transkripte durch cDNA- 
Subtraktion 

Die gezielte Identif izierung zell- oder gewebespezif ischer 
Proteine erfolgt durch dif f erentielle Verfahren. Dies kann auf 
Proteinebene durch den Vergleich von 2D-Gelen von Auf schltissen 
verschiedener Gewebe bzw, Zellen und durch anschlieftende 
Ermittlung der fiir ein Gewebe bzw. einen Zelltyp spezifischen 
Proteine erfolgen. Urn von den physikalischen Eigenschaf ten von 
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Proteinen {Grolie, Loslichkeit) unabhSngig zu sein^ konnen zur 
Identif izierung spezifischer Proteine auch dif f erentielle 
Verfahren auf Transkriptebene durchgefiihrt warden. Solche 
subtraktiven RNA-Techniken haben zusatzlich den Vorteil, 
5 weniger Gewebe bzw. Zellmaterial zu benotigen. 

Zur Identif izierung BHS-spezif ischer Proteine ist die Verwen- 
dung frisch isolierter BMEC als Ausgangsmaterial entscheidend. 
Bisher beschriebene Verfahren beruhten bestenfalls auf der 
Subtraktion von RNA aus Hirnkapillaren gegen RNA aus Niere (Li 
in et al., 2001). Problematisch hierbei ist, dass Hirnkapillaren 

•|ieben BMEC auch andere Zelltypen, wie Perizyten und Astrozy- 
ten,' enthalten. Weiterhin ist das Subtraktionsgewebe Niere 
sehr heterogen, da es aus verschiedenen Zelltypen besteht, von 
denen Endothelzellen nur einen kleinen Teil ausmachen. Erfin- 
15 dungsgemaii ist ein Subtraktionsgewebe zu verwenden, das eine 
gezielte Identif ikation von Transkripten bzw. Proteinen er- 
laubt, die spezifisch ftir die Blut-Hirn-Schranke sind. Grund- 
satzlich konnen beliebige Endothelzellen als Vergleichsgewebe • 
verwendet werden, beispielsweise makro- und microvaskulSre 
20 Endothelzellen des gleichen Gewebes oder auch Endothelzellen 

•aus anderen Organen, z.B. Herz, Lunge, Niere, Leber, Aorta 
^tc- Es k5nnen auch aus Kultur gewonnene dedif f erenzierte BMEC 
verwendet werden. Es ist jedoch bevorzugt ein anderer Endo- 
thelzelltyp als Vergleichsgewebe gegen Hirnkapillar- 
25 Endothelzellen zu verwenden, Bevorzugt werden Endothelzellen 
aus Aorta verwendet, die keine Barrieref unktion aufweisen. 
Dies hat zusStzlich den Vorteil, dass Mikrogefafie gegen Makro- 
gefaiie verglichen werden kOnnen. Es kbnnen ferner auch andere 
mikrovascuiare Endothelzellen benutzt werden. Ebenfalls geeig- 
30 net sind unter anderen Bedingungen kultivierte Hirnkapillar- 
Endothelzellen als Vergleichsgewebe, z.B. unter anderen Bedin- 
gungen bzgl. pH-Wert, Wachstumsmatrix, Wachstumsf aktoren (z.B. 
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Zytokine etc.)- Aus den bekannten Eigenschaf ten der Hirnkapil- 
lar-Endothelzellen gegeniiber den jeweiligen Vergleichsgewebe 
ergibt sich die physiologische Bedeutung der identif izierten 
Targets. Erf indungsgemaB bevorzugt werden zwei definierte 
5 Zelltypen verwendet: Frisch isolierte BMEC als der Zelltyp mit 
Schrankenf unktion und Endothelzellen aus Aorta, die also wie 
BMEC auch Endothelzellen sind, jedoch keine Schrankenf unktion 
aufweisen- Dieser Ansatz erlaubt viel gezielter Transkripte 
bzw. Proteine zu identif izieren, die zur Ausbildung der Blut- 
10 Hirn-Schranke beitragen. 

^^^^ers-bellung der sub-bralcblven cDNA-Bank 

Gesamt-RNA wird aus den Zellen mit Trizol (Invitrogen) nach 
den Herstellerangaben isoliert. Die Gesamt-RNA wird anschlie- 
Bend auf einem denaturierenden Agarosegel auf ihre Intaktheit 

15 tiberprtift. Zur RNA-Isolierung werden 100 mg Gewebe bzw. 10 cm^ 
konfluent gewachsene Zellen in je 1 ml Trizol mechanisch 
homogenisiert und das- Homogenat anschliefiend 5 min bei RT 
inkubiert. Danach werden 0,2 ml Chloroform / 1 ml Trizol 
(Invitrogen) gegeben, 15 sec durch vortexen gemischt and 3 min 

20 bei RT inkubiert- Zur Phasentrennung wird 15 min bei 4 °C und 

•2.000 X g zentrif ugiert und im Anschluss daran die obere, 
assrige Phase in ein frisches GefaJS liberfahrt. Hierzu wird 
0,5 ml Isopropanol / 1 ml Trizol gegeben, gemischt und 10 min 
bei RT inkubiert. Die RNA wird durch 10 min Zentrif ugation bei 
25 4 °C und 12.000 x g sedimentiert , zweimal mit 75 % EtOH 
gewaschen, an der Luft getrocknet und in DEPC-behandeltem 
Wasser gelost. Die Konzentration wird spektralphotometrisch 
bestimmt und die Qualitat in einem denaturierenden Agarosegel 
liberpriif t . 

30 Ausgehend von Gesamt-RNA wird die mRNA mit Hilfe von Dynaheads 
(Dynal) nach den Herstellerangaben angereichert . 
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itiRNA-Anreicherung : 75 pg Gesamt-RNA wird 2 min bei 65 °C 
denaturiert, sofort zu 200 ]il Dynabeads 01igo(dT)25 (Dynal) in 
zweifach Bindepuffer gegeben und 5 min unter Mischen inku- 
biert. Der Uberstand der magnetischen Seperation wird verwor- 
5 fen und die Dynabeads zweimal mit Waschpuf f er gewaschen. Die 
polyA"^-RNA wird schlieJilich mit 20 ]il 10 mM Tris-HCl pH 7,5 
ftir 2 min bei 85 °C eluiert. 

Die Herstellung der subtraktiven cDNA-Bank kann mit handelsub- 
lichen PGR Subtraktionskits durchgeflihrt warden. Beispielswei- 
io_ se kann der PCR-Select cDNA Subtraction Kit der Firma Clontech 
^^^^ach den Herstellerangaben verwendet werden. 

Hierzu werden jeweils 2 pg mRNA aus BMEC (Tester) und AOEC 
(Driver) ausgehend von einem Oligo (dT) -Adapt erprimer mit dem 
Enzym AMV Reverse Transkriptase in einzelstrangige cDNA umge- 

15 schrieben. Direkt im Anschluss daran wird die Zweitstrangsyn- 
these mit einem Enzymgemisch (DNA Polymerase I, RNase H und 
DNA Ligase) fiir zwei Stunden bei IS'^C und mit anschlieJiender 
Zugabe von T4 DNA Polymerase und weiterer Inkubation bei 16°C 
ftir 30 Minuten durchgef Uhrt . Die so hergestellte doppelstrSn- 

20 gige cDNA wird durch Phenol/Chlorof orm-Extraktion und Ethanol- 

^^^j^allung gereinigt . 

Zur Einfiihrung geeigneter Enden fur die spatere Adapterligati- 
on sowie zur Erzeugung einer einheitlicheren GroBenverteilung 
der cDNA- Fragment e erfolgt nun eine Restriktion mit Rsa I. Die 
25 so hergestellten doppelstrangigen cDNA-Fragmente werden durch 
Phenol/Chlorof orm-Extraktion und Ethanol-FSllung gereinigt. 
Die Produkte der cDNA-Synthesen sowie der Restriktionen werden 
gelelektrophoretisch auf Reinheit ttberpriift. 



Filr die spatere Amplif ikation durch PGR werden nun die Adapto- 
30 ren 1 und 2R uber die Rsa I-Enden an die Tester-cDNA mit dem 
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EnzyiTi T4 DNA Ligase angehangt. Die Ligation wird mittels PGR 
uberpriif t . 

Die eigentliche Subtraktion erfolgt durch zwei Hybridisierun- 
gen. Fur die erste Hybridisierung wird in einem Ansatz cDNA 
aus BMEC-Adapter 1 mit AOEC cDNA hybridisiert , in einem ande- 
ren Ansatz cDNA aus BMEC-Adapter 2R mit AOEC cDNA. In der 
zweiten Hybridisierung werden die beiden Ansatze aus der 
ersten Hybridisierung vereinigt und mit frisch denaturierter 
cDNA aus AOEC hybridisiert. 



lie Produkte aus der Hybridisierung werden schliefilich als 
atrize (Template) in eine erste PCR-Reaktion eingesetzt; als 
Primer dient hier ein Oligonukleotid aus dem gemeinsamen 
Bereich der beiden Adaptoren 1 und 2R. 




Das Produktgemisch dieser ersten PGR wurde nun als Matrize in 
eine verschachtelte PGR (nested PGR) eingesetzt, wobei die 
beiden ineinander angeordneten Primer jeweils aus dem einzig- 
artigen Bereich der beiden Adaptoren 1 und 2R stammen. Diese 
zweite PGR erhSht die Spezifitat. 

Die Effizienz der Subtraktion wurde durch vergleichende PGR an 

inem Haushalts-Gen (GAPDH) tiberprUft: Mit der cDNA aus der 
Subtraktion kann im Vergleich zu den beiden nicht subtrahier- 
ten cDNAs aus BMEG und AOEG erst nach signifikant mehr PGR- 
Zyklen eine Produktbildung erfolgen. GAPDH wird als typisches 
Haushaltsgen in alien Geweben und Zelltypen in vergleichbarer 
Starke exprimiert. Es sollte deshalb bei einer subtraktiven 
Hybridisierung nicht wie dif f erentiell exprimierte Gene ange- 
reichert werden, sondern die Trans kriptmenge sollte in den 
subtrahierten cDNAs (sowohl forward als auch reverse subtrac- 
tion) im Vergleich zu den cDNAs aus BMEG bzw. AOEG vor der 
Subtraktion stark abnehmen. . Experiment ell wird dies bestatigt, 
indem die beiden cDNAs vor der Subtraktion bzw. die jeweils 




subtrahierten cDNAs in eine PGR mit GAPDH-spezif ischen Primern 
eingesetzt werden. Da mit den subtrahierten cDNAs eine erste 
Produktbildung erst nach zusfitzlichen 16 Zyklen im Vergleich 
zu den beiden nicht subtrahierten cDNAs erzielt wird, findet 
5 folglich durch die Hybridisierung eine Anreicherung um mindes- 
tens den Faktor 50.000 statt. Diese Anreicherung ermoglicht 
die gezielte Identif izierung BHS-spezif ischer Transkripte und 
stellt auch bereits eine erste Validierung der isolierten 
Sequenzen dar. 

10 Die Produkte der zweiten PGR werden in den Vektor pT-Adv 

•^Clontech) kloniert und in TOPIOF' (Clontech) chemokompetente 
E.coli transformiert . Die Produkte der zweiten PGR werden in 
den Plasmid-Vektor pT-Adv (Clontech) kloniert. Dieser Vektor 
besitzt an den 5'Enden tiberstehende dT-Reste, die zu den 3' 
15 dA-Resten kompatibel sind, die z.B. durch Taq DNA- Polymerase 
an PCR-Produkte angehangt werden. Dieses bzw. vergleichbare 
Systeme erlauben die direkte Klonierung von PCR-Produkten mit 
hoher Effizienz. Die Transformation erfolgt in chemokompetente 
E. coli TOPIOF' (Clontech) wie in der Literatur beschrieben 
20 (Sambrook et al., 1989). 

^m^if ferenlixelle Hybridisierung 

Klone aus der subtraktiven cDNA-Bank werden durch differen- 
tielle Hybridisierung beziiglich ihrer Expression BMEC vs. AOEC 
verifiziert. Hierzu wird das PCR-Select Differential Screening 
25 Kit (Clontech) benutzt. Die reverse subtracted probe wurde mit 
dem PCJ?-SeIect cDNA Subtraction Kit der Firma Clontech nach 
Herstellerangaben wie oben beschrieben hergestellt, wobei BMEC 
als Driver und AOEC als Tester dient, 

Entsprechend den Herstellerangaben werden in Mikrotiterplatten 
30 mit 96 Kavitaten Fliissigkulturen der Klone angeimpft. Diese 

werden als Template zur Amplif izierung der Insertionen mit den 
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Primern Adaptor 1 und 2R eingesetzt. Der Rest der Fliissigkul- 
turen wird mit Glycerin versetzt und als Dauerkultur eingefro- 
ran. Die PCR-Produkte warden gelelektrophoretisch iiberpruft. 
Von Produkten, die grolier als 200 bp waren, wird jeweils 1 pi 

5 auf zwei identische HybondN-Membranen gespottet und auf diesen 
mit UV-Licht fixiert. Abweichend von den Herstellerangaben 
warden jeweils nur zwei Filter ^ 92 Klone hybridisiert : ein 
Filter mit der forward subtracted prober in der BMEC- 
spezifische Transkripte angereichert sind, und der andere 

10 Filter mit der reverse subtracted probe ^ in der AOEC- 

•pezifische Transkripte angereichert sind. Auf die Hybridisie- 
ung zweier weiterer Filter mit cDNA aus BMEC bzw. AOEC wurde 
verzichtet, da hieraus keine relevante Zusatzinf ormation zu 
entnehmen ist. Statt dessen wird RNA aus BMEC und AOEC bei der 
15 spateren Verif izierung in Northern-Blot-Analysen bzw. RT-PCR- 
Experimenten zur Erstellung von Expressionsmustern eingesetzt - 
Pro Filter werden PCR-Produkte von 92 Klonen aus der subtrak- 
tiven cDNA-Bank sowie zwei Negativkontrollen des Herstellers 
aufgetragen. ZusStzlich zu den Herstellerangaben wird je ein 
20 PCR-Produkt eines Haushaltsgens gespottet, das in BMEC und 

AOEC gleich stark exprimiert wird, sowie als Positivkontrolle 

•in PCR-Produkt zu einem BHS-Marker (Apolipoprotein Al) der 
n BMEC starker exprimiert ist als in AOEC. 

Die Hybridisierungen werden wie vom Hersteller beschrieben mit 
25 Sonderi gleicher Aktivitat bei 72 °C mit ,/ExpressHyb''-L6sung 

(Clontech) durchgefiihrt und die Filter anschlieliend stringent 
gewaschen. Es kbnnen iibliche Bedingungen der Stringenz verwen- 
det werden. GOnstigerweise werden die Filter 2 x 20 min bei 
68 °C bis zu einer Stringenz von 0,2 x SSC/0,5% SDS gewaschen. 
30 Die Signalintensitaten werden durch Expositionen verschiedener 
Zeitdauer auf einem Film mit Hilfe eines Phosphoimagers (FLA- 
5000, Fuji) ermittelt. Klone, die ein ca. fanfmal starkeres 
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Signal in BMEC als in AOEC zeigten, werden als differential! 
exprimiert eingestuft und weiterverarbeitet . 

Von positiven Klonen werden aus der Dauerkultur Fltissigkultu- 
ren angeimpft und die Plasmid-DNA nach Standardmethoden (Birn- 
5 boim and Doly, 1979) mit Hilfe von Qiagen-Saulen isoliert. Die 

Insertionen der Plasmide werden mit Universalprimern und 
gegebenenf alls zusatzlichen genspezif ischen Primern sequen- 
ziert. Datenbanken werden mit den erhaltenen DNA-Sequenzen mit 
Hilfe der Algorithmen BLAST 

(http://www.ncbi-nlm.nih.gov/BIiAST) und FASTA 
(http://www.ebi.ac.uk/fasta33) auf Homologien durchsucht. 

Weitere Verif izierung BHS-spezif ischer Transkripte: Express!- 
onsmus-ber 

Von den interessierenden positiven Klonen werden Expressions- 
is muster in BiXlEC, AOEC und neun weiteren Geweben erstellt. Dies 
erfolgt durch RT-PCR und/oder Northern-Blot-Analysen . 

Ftir RT-PCR Experimente werden cDNAs ausgehend von Gesamt-RNA 
durch random priming hergestellt. Alle benutzten Enzyme sowie 
_ die random Hexamere stammen von Invitrogen. Hierzu werden 
^^^■eweils 10 pg Gesamt-RNA in 40 pi Nuklease-f reiem Wasser mit 

^^^5 pi DNase I lOx Puffer sowie 5 pi DNase I versetzt und 15 
Minuten bei 25 °C inkubiert- AnschlieJSend werden 5 pi 25 mM 
EDTA zugegeben und das Enzym fur 15 Minuten bei 65 °C hitzede- 
aktiviert. Von dem Ansatz werden 25 pi entnoramen, mit Nuklea- 

25 se-freiem Wasser auf 100 pi aufgefQllt und als -RT Kontrolle 
bei -SO^'C gelagert. Zu den restlichen 25 pi Gesamt-RNA aus dem 
DNase I-Verdau werden 8 pi random primer (100 ng/pl) , 3 pi 
dNTP-Mix (je 10 mM) und 2 pi Nuklease-f reies Wasser gegeben. 
Nun werden filr 5 Minuten bei 65 °C die RNA Sekundarstrukturen 

30 aufgelost und die Probe anschliefiend sofort auf Eis gestellt. 
Es werden 10 pi 5x 1st strand buffer 6 pi DTT (100 mM) und 
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3 pi RNaseOUT zugegeben, 10 Minuten bei 25 ""C zur Primeranlage- 
rung inkubiert und anschliefiend 2 Minuten auf 4 2°C temperiert. 
Nun werden 3 pi Superscript II Reverse Transcriptase zugegeben 
und 50 Minuten bei 42 °C inkubiert. Danach wird das Enzym 15 

5 Minuten bei 70 °C hitzedeaktiviert . Um die Gesamt-RNA von der 
cDNA abzubauen, werden 3 ]il RNase H zugegeben und 20 Minuten 
bei 37 °C inkubiert. AbschlieJbend wird mit Nuklease-f reiem 
Wasser auf 100 ]il aufgeftillt und die cDNA bei -80 °C gelagert. 
Die Qualitat der cDNAs wird durch PGR mit Primern ftir ein 

10 Haushaltsgen (GAPDH) bzw. ftir die 18S rElNA tiberprtift. Hierbei 

•St zu erwarten, dass jeweils vergleichbare Produktmengen mit 
en cDNAs aus den verschiedenen Geweben bzw. Zellen entstehen. 
Die so hergestellten cDNAs werden jeweils zur Erstellung von 
Expressionsmustern fur die zu untersuchenden Trans kripte 
15 eingesetzt. 

Ftir Nprthern-Blot-Analysen zur Erstellung von Expressionsmus- 
tern wird Gesamt-RNA aus den Zellen bzw. Geweben in denaturie- 
renden Gelen nach Groiie getrennt, auf eine Nylon-Membran 
abertragen und dort mit radioaktiv markierten, genspezif ischen 
20 Sonden hybridisiert . 6,0 g Agarose wird unter Erhitzen in 

•290 ml DEPC-behandeltem Wasser gelost. Danach wird im Wasser- 
lad auf 60 ""C abgektihlt und 40 ml lOx MOPS-Puffer (200 mM MOPS, 
50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA) sowie 70 ml Formaldehyd 
zugegeben. SchlieBlich wird ein Maxigel mit einem grolien 
25 Taschenformer (12 Spuren) im Abzug . gegossen und dort erstarren 
lassen. Jeweils 15 pg Gesamt-RNA in 10 pi werden mit 40 pi 
Probenpuffer (500 pi deionisiertes Formamid, 160 pi Formalde- 
hyd, 100 pi lOx MOPS, 240 pi DEPC-behandeltes Wasser) fUr 15 
Minuten bei 65 °C denaturiert und anschlieiiend auf Eis tiber- 
30 f tihrt . Nun werden 10 pi Beladungspuf f er (500 pi Glycerin, 2 pi 
500 mM EDTA, 25 pi 10% Bromphenolblau, 473 pi DEPC-behandeltes 
Wasser) zugegeben und die Probe auf das mit Ix MOPS-Puffer 
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iiberschichtete Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wird tiir 3- 
4 h bei 250 V durchgef lihrt . Danach wird das Gel erst 10 Minu- 
ten in Wasser geschwenkt, anschlieliend 30 Minuten in lOx SSC. 
Ein auf Gelgrolie zugeschnittener Hybond XL-Filter wird 15 
5 Minuten in lOx SSC geschwenkt. 

Aufbau des Blots (von unten nach oben) : Salzbriicke (taucht in 
Puf f erreservoir mit lOx SSC ein) ^ Gel^ Filter, 5 3MM (vorher 
in lOx SSC eingelegt) ; ca. 7 cm griine Tucher ( Zellstof f tii- 
cher) , Glasplatte, Gewicht von ca. 0,5 kg. Das Blotting er- 
10 folgt fur 16-20 h. Danach wird der Blot abgebaut und der 

•tlybond XL- Filter ftir 10 Minuten in 2x SSC gewaschen. Die RNA 
wird nun in einem UV-Crosslinker mit 70.000 pJ/cm^ auf dem 
Hybond Filter fixiert. Danach wird der Filter 1 Minute in 
FSrbelosung (300 mg Methylenblau in 1 L 0,3 M Na-Acetat) 
15 gefarbt, urn die RNA sichtbar zu machen und danach zum Entfar- 
ben des Hintergrunds 2 Minuten mit Wasser gewaschen. Die 
gefarbten Filter werden photographisch dokumentiert . Anschlie- 
liend wird der Filter zwischen 3MM-Papier getrocknet, in Saran 
Wrap eingepackt und bei -20°C gelagert. 

20 Die Hybridisierungen erfolgen mit radioaktiv markierten cDNA- 

•onden {Redlprime II, Amersham) , die Qber ProbeQuant G-50 
aulen (Amersham) gereinigt wurden, unter Benutzung von Ex- 
pressHyb L6sung (Clontech) nach den Herstellerangaben. Nach 
einer ersten Uberpriifung der Hybridisierung mit Hilfe des 
25 Phosphoimagers FLA-5000 (Fuji) werden Autoradiogramme auf 
Biomax MS-Filmen (Kodak) angef ertigt 

Vervollstandigung von cDNA-Sequenzen 

Zu interessierenden BHS-spezif ischen Klonen aus der subtrakti- 
veri cDNA-Bank werden die vollstSndigen cDNA-Sequenzen durch 
30 Durchmusterung von verschiedenen cDNA-Banken und RACE-PCR 
Experimente ermittelt . 
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Eine cDNA-Bank wird aus BMEC von Schwein mit dem SMART cDNA 
Lihrary Construction Kit (Clontech) im Vektor A.TriplEx2 nach 
den Herstellerangaben angelegt. Hierzu wird zuerst wie oben 
beschrieben Gesamt-RNA mit Trizol (Invitrogen) isoliert und 

5 daraus polyA"*"-RNA mit Hilfe von Dynaheads (Dynal) angereichert . 
Zur Herstellung der Bank werden 2 ]xg polyA'*'-RNA aus BMEC einge- 
setzt. Abschlieliend werden die Ligationen in vitro mit dem 
Phagenextrakt Gigapack III Gold (Stratagene) nach den Herstel- 
lerangaben verpackt. Die Anzahl unabhangiger Phagen der cDNA- 

10 Bank aus BMEC betrSgt 1,3 Millionen pfu, von denen mehr als 

•9% bei Durchftihrung eines Blau/WeilS-Tests (vgl. Sambrook et 
1., 1989) rekombinant waren. Mindestens die Halfte der In- 
serts hat eine Grolie von mehr als 1 kb. Nach Amplif ikation der 
kompletten Bank betrSgt der Titer ca. 2 x 10^° pfu/ml bei einem 
15 Gesamtvolumen von ca. 150 ml. Dieses Phagenlysat wird auf 7 

(v/v) % DMSO eingestellt und bei -80 °C gelagert. Die beschrie- 
bene Phagenbank wird in eine Plasmidbank nach Herstelleranga- 
ben (Clontech ClonCapture cDNA Selection Kit) konvertiert, 
indem E.coii BM25.8 mit 2 Millionen pfu der Phagenbank infi- 
20 ziert wurden. Dieser Bakterienstaram exprimiert Cre- 

Rekombinase, welche die loxP-Stellen in dem Vektor A.TriplEx2 

•^kennt und so die Konvertierung ermSglicht . Die Umwandlung 
der lamda-Phagen* in Plasmide erfolgt hierbei durch in vivo- 
Exzision und anschlieftende Zirkularisierung des vollstSndigen 
25 Plasmids- Die erhaltenen Plasmide werden dann stabil in E. 

coli weitergegeben . Die Plasmidpraparation erfolgt von Plat- 
tenkulturen infizierter BM25.8 mit dem NucleoBond Plasmid Kit 
(Clontech) . 

Zur Durchmusterung von cDNA-Plasmidbanken mit ClonCapture 
30 werden biotinylierte cDNA-Sonden eingesetzt. Diese bilden in 
einer RecA-vermittelten Reaktion DNA-Triplexstrukturen mit 
homologen Sequenzen der Plasmidinsertionen . Die so selektier- 
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ten Plasmide konnen liber an magnetische Kugelchen gekoppeltes 
Streptavidin isoliert und in eine Transformation eingesetzt 
warden. Klone aus einer solchen Anreicherung warden dann durch 
Koloniehybridisierung durchinustert , von daraus resultierenden 
5 positiven Klonen wird die Plasmid-DNA isoliert und sequen- 
ziert. 

Die Isolierung positiver Klone durch ClonCaptvre wird genau 
nach Herstellerangaben (Clontech) durchgef uhrt . Zur Sondenher- 
stellung wurde zuerst eine PGR mit genspezif ischen Primern an 
i^^einem geeigneten Plasmid optimiert, so dass nur ein Produkt 
^^^pntstand. Hierzu werden die Primer so gestaltet, dass sie 
^^^maximal urn 1°C voneinander abweichende Schmelztemperaturen 
haben sowie keine Primerdimere und keine stabilen Loops aus- 
bilden. Die Annealing-Temperatur wird mit 2-5 °C unter der nach 
15 der Formel T„, = [ (G+C) x 4] + [ (A + T) x 2] berechneten 

Schmelztemperatur relativ hoch gewahlt. Dies fiihrt zu spezifi- 
scher Produktbildung, was sich bei der Kontrolle durch Gele- 
lektrophorese in nur einer Bande aufiert. Von diesem Produkt 
wird mit einer sterilen Pasteur-Pipette ein Sttick aus einem 
20 Agarosegel entnommen und in 200 ]il steriles Wasser iiberfahrt. 
^Durch Verwirbeln und 30-minutige Inkubation bei 70 °C wird die 
^NA aus dem Gelstiick eluiert und dient als Matrize zur Sonden- 
herstellung. Mit dieser Matrize werden Kontrollreaktionen mit 
und ohne Biotin-21-dUTP durchgefiihrt und in einem Agarosegel 
25 analysiert, da Biotin die PGR inhibieren kann. Bei erfolgrei- 
cher Kontrollreaktion wird nun in einer praparativen PGR die 
biotinylierte Sonde unter gleichzeitiger Zugabe von 10 pCi 
[a^^P]dCTP hergestellt. Nach 20 Zyklen werden 5 pi aus dem 
Ansatz auf einem Agarosegel uberprtift und eventuell noch 5 
30 weitere Zyklen angeschlossen. AnschlieJiend wird das PCR- 
Produkt mit dem NvcleoSpin Extraction Kit (Clontech) nach 
Herstellerangaben gereinigt und mit 35 ]il Elutionspuf f er 
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eluiert. Hiervon werden 2 pi gelelektrophoretisch analysiert 
und das Produkt spektralphotometrisch quantif iziert . Zur 
Uberprufung der Biotinylierung werden 2 ]il des gereinigten 
PCR-Produktes zu 15 \il Magnetkiigelchen gegeben und das Prain- 
5 kubationssignal mit einem Geigerzahler ermittelt. Nach 30 

Minuten Inkubation unter leichtem Schiitteln werden die Magnet- 
ktigelchen im Magnet en abgetrennt und der Oberstand erneut mit 
dem Geigerzahler quantif iziert (Postinkubationssignal) . Bei 
erfolgreicher Biotinylierung ist das Prainkubationssignal 2-4 
10 mal starker als das Postinkubationssignal. 

^^Wur das Capturing werden 50 (200 bp) - 100 (600 bp) ng bioti- 

^^nyliertes PCR-Produkt in Wasser 5 Minuten bei 100 °C denatu- 
riert und danach sofort auf Eis aberfuhrt. Nun werden alle 
Komponenten aufier der Plasmid-DNA zugegeben, wobei 2 lag RecA- 

15 Protein pro 50 ng Sonde eingesetzt werden. Nach 15 Minuten 
Inkubation bei 37 ''C wird. 1 pg der * Plasmid-Bank zugegeben und 
weitere 20 Minuten bei 37 ^'C inkubiert. In der Zwischenzeit 
werden 15 pi Magnetkagelchen mit Heringssperma-DNA unspezi- 
fisch abgesattigt und ftir die Reinigung des Capturings vorbe- 

20 reitet. Zum Capturing werden EcoR V geschnittene A.-DNA gegeben 

•und nach Zugabe von SDS ein Proteinase K-Verdau fur 10 Minuten 
Pei 37 ""C durchgef uhrt . Diese Reaktion wird schliefilich durch 
Zugabe von PMSF abgestoppt und der Capturingansatz wird Uber 
die Magnetktigelchen auf gereinigt . Die isolierten Plasmide 
25 werden mit 100 pi Elutionspuf f er eluiert, gefailt und an- 
schlieliend in 10 pi Wasser gel5st. 

2 pi der liber ClonCapture angereicherten Plasmidbank werden in 
elektrokompetente E.coli DH5a transf ormiert und auf LB-Amp 
Platten ausplattiert . Positive Klone werden durch Kolonie- 
30 hybridisierung m.it radioaktiv markierten Sonden (gleiches 

Amplikon wie bei Biotinylierung) nach Standardverf ahren iden- 
tif iziert. Die so erhaltenen Klone werden durch Kolonie-PCR 




welter verifiziert, wozu ein Primer aus dem erwahnten Amplikon 
und ein weiterer, stromabwarts gelegener Primer benutzt wird. 
Es ist zu vermeiden beide Primer aus dem Amplikon zu wahlen, 
das als Sonde ftir ClonCapture benutzt wurde, um bei der Kolo- 
5 nie-PCR [es wird ein PCR-Ansatz durchgef lihrt , in den anstelle 
von DNA Bakterien aus einer einzelnen Kolonie gegeben werden] 
zu vermeiden, dass die Produktbildung nicht an den in den 
Bakterien enthaltenen Plasmiden, sondern durch kontaminierende 
Sonde erfolgt. Deshalb sollte mindestens 1 Primer aufierhalb 
10 des Amplikons liegen, am besten 3' dazu gelegen sein, da diese 

•Sequenz sowohl bekannt ist als auch in alien positiven Klonen 
ber cDNA-Bank enthalten ist. Von positiven Klonen wurde die 
Plasmid-DNA nach Standardverf ahren (Birnboim and Doly, 1979) 
mit Hilfe von Qiagen-saulen isoliert und nach dem Kettenab- 
15 bruchverfahren sequenziert (Sanger et al., 1977). Zur Sequen- 
zierung kann der „ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit, Version 2.0" (Applied Biosystems) nach 
Herstellerangaben benutzt werden. Die Produkte der Sequenzier- 
reaktionen werden auf dem „ABI Prism 310 Genetic Analyzer" 
20 (Applied Biosystems) analysiert. 

•Die RACE-PCR (Frohman et al., 1988) dient zur Ermittlung 
nbekannter cDNA-Sequenzen ausgehend von einem bekannten 
cequenzabschnitt durch cDNA-Synthese gefolgt von der Einfiih- 
rung bekannter, synthetischer Enden zur Anlagerung des zweiten 
25 PCR-Primers. 

Die 5' RACE-PCR wird mit dem 5'RACE System for Rapid Amplifica- 
tion of cDNA Ends, Version 2.0 (Invitrogen) nach Herstelleran- 
gaben durchgef tihrt . Hierbei erfolgt zuerst eine cDNA- 
Erststrangsynthese mit einem genspezif ischen Primer (GSPl) und 
30 1 pg Gesamt-RNA aus BMEC. An das 3' Ende dieser cDNA wird nach 
Reinigung der cDNA tiber GlassMAX-Saulen in einem zweiten 
Schritt mit Hilfe des Enzyms Terminale Desoxynukleotidtransf e- 
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rase ein 01igo-dC--Schwanz angehangt. Die erste PGR erfolgt an 
5 pi getailter cDNA mit einem weiteren genspezif ischen Primer 
{GSP2) und dem abridged anchor primer, der sich an den Oligo- 
dC-Schwanz anlagert . Die Spezifitat der PGR wurde mit Hilfe 

5 einer zweiten, verschachtelten PGR erhoht, die mit dem ajbrid- 
ged universal amplification primer und einem dritten 
genspezif ischen Primer (GSP3) an 5 pi 1 : lOO-verdunntem PGR- 
Produkt aus der ersten PGR durchgef iihrt wird. Als Kontrolle 
dienen bei der zweiten PGR Ansatze mit jeweils nur einem 

10 Primer sowie eine Wasserkontrolle. Nach gelelektrophoretischer 

•nalyse wird eventuell das Produkt der zweiten PGR kloniert, 
ozu eine Ligation mit dem pGEM-Teasy System II (Promega) und 
Transformation in elektrokompetente DH5a durchgef lihrt wird. 
Die erhaltenen Klone werden mit Hilfe von Kolonie-PCR 
15 untersucht,. die Plasmid-DNA wird prSpariert und schlieJJlich in 
an sich bekannter Weise sequenziert. 

Die 3'RAGE-PCR kann mit dem 3' RACE System for Rapid Miplifica- 
tion of cDNA Ends (Invitrogen) nach Herstellerangaben durchge- 
fUhrt werden. Bei der 3'RACE-PGR erfolgt die cDNA-Erststrang- 
20 synthese an 5 pg Gesamt-RNA aus BMEG mit dem Oligo-dT adapter 

•rimer. Far die erste PGR werden 2 pi cDNA mit einem gen- 
t^ezif ischen Primer (GSPl) und dem abridged universal amplifi- 
cation primer eingesetzt- Eine semi-nested zweite PGR wird wie 
bei der 5' RACE beschrieben mit einem genspezif ischen Primer 
25 (GSP2) und dem abridg-ed universal amplification primer inklu- 
sive der Kontrollen durchgef tihrt . Die Produkte werden wie 
beschrieben kloniert und sequenziert. 

Nach dem vorstehend beschriebenen Verfahren k5nnen gezielt 
BHS-spezif ische Proteine oder auch Fragmente davon in Hirnka- 
30 pillar-Endothelzellen identif iziert werden. Die vorstehende 
Beschreibung erlaubt natiirlich Routinevariationen, die einem 



Fachmann of f ensichtlich sind. Beispielsweise konnen folgende 
Verf ahrensschritte variiert werden: 



Es kOnnen isolierte BMEC ausgesat werden und eine PrimSr- 
kultur anstelle der frischen BMECs als „Tester" bei der 
Subtraktion verwendet werden. 

Es kann ein anderes Subtraktionsgewebe („Driver^'), z.B. 
dedifferenzierte BMEC aus der Kultur (min. Passage 2) ge- 
wShlt werden. 

RNA bzw. mRNA kbnnen nach jeder anderen einem Fachmann 
bekannten Methods prapariert werden, mit der Mafigabe, dass 
die RNA intakt ist bzw. die mRNA sich durch Reverse 
Transkription in cDNA umschreiben lasst. 

Die PCR-Produkte aus der Subtraktion konnen in jedes 
geeignete Vektorsystem kloniert werden, sowohl Ober Polyme- 
rase-bedingte 3' dA-Reste, als auch iiber glatte Enden oder 
nach Restriktion. Die Transformation kann in verschiedene 
E. coii-Stamme erfolgen, sowohl in chemisch- als auch in 
elektrokompetente Zellen, wie auf dem Fachgebiet gut be- 
kannt ist. 

Der Schritt der dif f erentiellen Hybridisierung ist optio- 
nal, aber empf ehlenswert . Hierbei konnen auch andere geeig- 
nete Membranen (z.B. positiv geladene oder ungeladene Ny- 
lon -Membr an en) sowie andere Hybridisierlosungen benutzt 
werden. Stringentes Waschen der Membranen kann auch bei an- 
deren Temperaturen bzw. mit anderen Losungen erreicht wer- 
den (z.B. niedrige Temperaturen und niedriger Salzgehalt 
bzw. hohere Temperatur und h5herer Salzgehalt, z.B. T=50- 
TCC, 0,5-0,05 X SSC/0,1% 5DS) . 




Expressionsmuster k5nnen auch durch quantitative PGR (real- 
time PGR) mt den entsprechenden cDNAs ermittelt warden. 
Die cDNAs konnen auch mit Hilfe anderer Systeme hergestellt 
werden. Northern-Blot Analysen konnen auch mit anderen ge- 
eigneten Sonden und Hybridisier-ZWaschlosungen durchgefUhrt 
werden. 

cDNAs kdnnen auch durch database mining mit Hilfe bekann- 
ter, iiberlappender Sequenzen erweitert werden. Experimen- 
tell kSnnen auch beliebige andere cDNA-Banken aus Zellen 
bzw. Geweben, in denen das gesuchte Trans kript vorkoirant, 
mit verschiedenen Systemen durchmustert werden bzw. RNA aus 
Zellen bzw. Geweben, in denen das gesuchte Transkript vor- 
kommt, in die RAGE-PCR eingesetzt werden (vgl. Sambrock, 
1989) . Fiir RACE-PCRs kOnnen beliebige andere, geeignete, 
15 einem Fachmann bekannte Systeme benutzt werden. 

Die mit diesem Verfahren identif izierten Proteine oder Frag- 
mente besitzen eine Spezifitat ftir die Blut-Hirn-Schranke und 
sind auch Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Die Kenntnis 
der Spezifitat eines Proteins oder Fragments davon ftir die 
2^Blut-Hirn-Schranke erlaubt nun die gezielte Auffindung der 
^^■lunktion des Proteins. In der Regel erfolgt die Funktionser- 
^^nittlung mittels Vergleich mit bekannten Sequenzdaten in 
verfiigbaren Datenbanken, zum Beispiel unter Verwendung des 
BLAST-Algorithmus . Die Kenntnis der Spezifitat der identif i- 
25 zierten Proteine erlaubt ferner eine gezielte Modulation ihrer 
Expression in der Blut-Hirn-Schranke, wodurch pathologische 
Zustande gezielt therapiert werden konnen. 

So kOnnen Agonisten oder Antagonisten zu den jeweiligen BHS- 
spezifischen Proteinen entwickelt werden, die selektiv deren 
30 Aktivitat modulieren. Die Expression solcher Proteine kann 
auch direkt moduliert werden, z.B. durch Gentransfer oder 
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anti-sense RNA. Ftir therapeutische AnsStze besonders attraktiv 
ist die Entwicklung „Trojanischer Pferde" - Medikamente, die 
an Molekaie gekoppelt sind, welche aktiv von identif izierten 
Transportern tiber die BHS transportiert warden. Moglich sind 
auch sogenannte pro drugs, Substanzen, die von BHS- 
spezifischen Enzymen in den Endothelzellen modifiziert werden 
und so ihre therapeutische Wirkung erlangen. 

BHS-spezifische Proteine erftillen vielfaitige Funktionen. Zum 
Beispiel dienen sie der NShrstof fversorgung (Beispiel Glucose- 
transporter GLUTl) Oder dienen als Kontaktproteine (z.B. ZO-1 
\ls tight junction-Protein). Ferner besitzen sie enzymatische 
"Aktivitat (z.B. Glutamyltranspeptidase GGT) oder fungieren als 
Transportvehikel fiir Aminosauren. 

Mit dem erfindungsgemajJen Verfahren wurden nun die folgenden 
15 Proteine an der Blut-Hirn-Schranke identif iziert . 

Beispiel 1: Identif iziemng von S129 = 1TM2A 

Frisch aus dem Gehirn von Schweinen wie vorstehend beschrieben 
isolierte und gereinigte BMEC wurden in Ml99-Medium (Sigma) 
mit 10 (v/v) % Ochsen-Serum (PAA) auf Kollagen G (Biochrora) 
|ultiviert und durch Trypsinieren passagiert. Aus kultivierten 
iMEC wurden von der Primarkultur (PO) sowie von den Passagen 
1-3 (Pl-3) aus jeweils einer T75 Zellkulturf lasche Gesamt-RNA 
wie oben beschrieben isoliert. Hieraus wurde wie bereits 
beschrieben cDNA hergestellt urid auf ihre Qualitat untersucht. 
Expressionsmuster wurden mit den jeweiligen genspezif ischen 
Primern vergleichend zwischen frischen BMEC und PO-3 erstellt, 
jeweils unter Bezug auf GAPDH bzw. 18S rRNA. Es wurden die in 
diesem und in den folgenden Beispielen beschriebenen Klone 
erhalten . 
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Der subtraktive Klon S129 zeigte im dif f erentiellen Screen mit 
der forward probe im Vergleich zur reverse probe ein > 5mal 
starkeres Signal und wurde somit zur Sequenzierung ausgewahlt. 
Die Sequenz des Klons S129 ist als SEQ ID N0:1 angegeben. 
Anhand dieser Sequenz wurde S129 eindeutig als Itm2A identifi- 
ziert . 



Zuerst wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster fiir Itm2A 
mit den Primern Itm2a.s2 (5' ACC TCC ATT GTT ATG CCT CCT A 3'= 
SEQ ID NO 2) und Itm2a.as2 (5' GTT GCC TCT CAC TCT TGA CAG A 
3' = SEQ ID NO 3) erstellt, als Kontrolle wurde GAPDH benutzt. 
las Expressionsmuster wurde mittels RT-PCR erhalten (nicht 
dargestellt) . 




Das semi-quantitative Expressionsmuster zeigt, dass Itm2A in 
BMEC starker exprimiert ist als in AOEC und bestatigt somit 
das Ergebnis der dif f erentiellen Hybridisierung. AuJierdem ist 
die Expression in BMEC auch deutlich starker als in Cortex 
(Gehirn) , was ein Hinweis auf die Spezifitat ftir BMEC im 
Gehirn ist. Lediglich im Herzen ist eine starke Expression zu 
sehen, was eventuell mit der beschriebenen Expression in 
Muskel korreliert werden kann. Das Expressionsmuster wurde 
jurch Northern-Blot -Analyse verifiziert, als Sonde diente 
ierbei die kodierende Region von Itm2A aus Schwein (Figur 1) . 

Im Northern Blot wird die Spezifitat ftir BMEC noch deutlicher. 
Diese Expression in BMEC und somit an der BHS ist bisher nicht 
25 beschrieben. 

Weiterhin kann man im Northern Blot ein zweites, kleineres 
Trans kript in BMEC erkennen. Urn dieses zu charakterisieren 
wurden die kodierende Region, sowie 5' und 3' nichtkodierende 
Region mit RT-PCR bzw. RACE-PCR in BMEC untersucht . Hierbei 
30 ergab sich, dass ftir Itm2A zwei 3' nichtkodierende Regionen 
existieren, wovon die ktirzere durch ein alternatives Polyade- 
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nylierungssignal entsteht, wie sich durch Sequenzierung zeig- 
te. Auch dies war bisher fiir Itm2A nicht beschrieben. Wahr- 
scheinlich wird durch zwei verschiedene 3' Regionen die 
Transkripthauf igkeit liber verschiedene Stabilitaten reguliert 
5 und somit auch die Proteinmenge . Die beschriebenen Experimente 
lieferten auch die vollstandige cDNA-Sequenz (vollstandige CDS 
119-910) ftir Itni2A aus Schwein (SEQ ID NO 4 + SEQ ID NO 5) . 

Urn Hinweise auf eine mogliche Rolle von Itm2A an der BHS zu 
erhalten, wurde das Expressionsmuster in kultivierten BMEC irti 
10 Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH untersucht. Das 

•klesultat ist in Figur 2 dargestellt. Diese Daten zeigen eine 
schnelle Abnahme der Expression vor ItmZAr wie auch ftir be- 
kannte BHS-Marker beschrieben ist. Ein Haushaltsgen wie GAPDH 
zeigt dagegen keihe Regulation. 

15 Die Daten weisen deutlich auf eine Funktion von Itm2A an der 
BHS hin. Berticksichtigt man die Rolle des Proteins bei der 
Dif f erenzierung in Chondrozyten und T-Zellen, kann man fol- 
gern, dass Itm2A auch ftir den besonderen Dif f erenzierungszu- 
stand von Endothelzellen an der BHS verantwortlich ist. Da 

20 Itm2A nachweislich in bestimmten Zustanden von Zellen in der 

•lasmamembran lokalisiert ist, stellt es hier dem Anschein 
ach einen Rezeptor dar, indem es eventuell Homo- oder Hetero- 
multimere bildet. Der extrazelluiare Anteil eines solchen 
Rezeptors wtirde sekretierte Molektile oder Oberf ISchenmolektile 
25 anderer Zellen binden, der intrazellulSre Anteil des Rezeptor- 
komplexes konnte in einem solchen Modell - z.B. durch Konfor- 
mationsanderungen aufgrund der erfolgten Bindung - Signale 
weiterleiten^ die innerhalb von Signalkaskaden eine Antwort 
der Zelle auslosen und so deren Eigenschaf ten verandern. 

30 Itm2A wurde in einem dif f erentiellen Screen einer cDNA-Bank 
aus Kondylen (Gelenkkopf) aus Maus zuerst durch Delersnijder 
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et al- (1996) gefunden. Das kodierte Protein besteht aus 263 
Aminosauren und stellt ein integrales Membranprotein vom Typ 
II dar. Es besitzt eine potentielle Glykosilierungsstelle 
sowie einen moglichen leucine zipper. Das Gen, das aus sechs 
Exons besteht, ist am stSrksten in knochenbildenden Geweben 
exprimiert und stellt einen Marker ftir die Dif f erenzierung 
Knorpel/Knochen dar. Itm2A ist Mitglied einer neuen Genf ami- 
lie, die aus drei Mitgliedern besteht. Zwischen Mensch und 
Maus sind die einzelnen Mitglieder der Familie jeweils hoch 
konserviert. Die Konservierung unter den einzelnen Mitgliedern 
betragt nur ca. 40%, wobei vor allem der C-Terminus konser- 

iert ist, jedoch nicht der N-Terminus. Das leucine zipper 
Motiv findet sich nur bei Itm2A, ansonsten enthalten die 
Proteine der Familie keinerlei bekannte Sequenzmotive. 

15 Belspiel 2: Zdent:lf izierung von S231 

Der subtraktive Klon S231 zeigte im dif f erentiellen Screen mit 
der forward probe im Vergleich zur reverse prohe ein > 5mal 
starkeres Signal und wurde somit zur Sequenzierung ausgewahlt . 
Die Sequenz des Klons S231 ist als SEQ ID NO: 6 angegeben. Bei 
20 BLAST-Homologiesuchen zeigte die Sequenz S231 die hSchste 
lomologie zu EMPl . 
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Suerst wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster ftir S231 
mit den Primern S231.1 (5' CCA TAA CTC TTT CAC GCA ACT G 3' = 
SEQ ID NO 7) und S231.1R (5' ACA ACA GAG GAG TTG GCT GTT T 3' 
25 = SEQ ID NO 8) er stellt, als Kontrolle wurde GAPDH benutzt 
(siehe Figur 3) . 

Dieses semi-quantitative Expressionsmuster zeigt, dass S231 in 
BMEC starker exprimiert ist als in AOEC und bestatigt ' somit 
das Ergebnis der dif f erentiellen Hybridisierung. Aufierdem ist 
30 die Expression in BMEC auch deutlich starker als in Cortex 
(Gehirn) , was ein Hinweis auf die Spezif itat fur BMEC im 
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Gehirn ist. Lediglich im Herzen ist sine starke Expression zu 
sehen, jedoch nur schwach in Lunge, Colon oder Gehirn, obwohl 
far diese Gewebe eine starke Expression in der Literatur 
(Gehirn -nur fur Ratte) beschrieben ist. Dies legt die Frage 
nahe, ob S231 wirklich EMPl aus Schwein darstellt oder ein 
anderes Mitglied dieser Genfamilie ist. 

Um dies zu kiaren wurde die cDNA-Bank (A.TriplEx2) aus BMEC mit 
S231 als Sonde (radioaktiv markiert, Standardverf ahren) durch- 
mustert. Es wurden mehrere Klone isoliert, von denen die 
beiden groJiten Klone jeweils S' anseguenziert wurden. Beide 

equenzen zeigten wieder die gr5Jiten Homologien zu EMPl, wobei 
die Oberlappungen jeweils im 3' nichtkodierenden Bereich 
lagen. 
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Zur Untersuchung, ob es sich be.i S231 tatsachlich um EMPl aus 
15 Schwein handelt, wurde mit den Primern hsEMPl.sl (5' GGT ATT 

GCT GGC TGG TAT CTT T 3' = SEQ ID NO 9) und hsEMPl.asl (5' ATG 
TAG GAA TAG CCG TGG TGA T 3 ' = SEQ ID NO 10 ) , die aus der 
kodierenden Region des humanen EMPl abgeleitet wurden, eine 
RT-PCR mit BMEC durchgef uhrt . Das erhaltene Produkt (ssEMPl) 
wurde kloniert und sequenziert. Aus dieser Sequenz wurde der 
rimer ssEMPl.l (5' GGT CTT TGT GTT CCA GCT CTT C 3' = SEQ ID 
ro 11) abgeleitet. Ein zweiter Primer ssEMPl.lR (5' TTC TCA 
GGA CCA GAT AGA GAA CG 3' = SEQ ID NO 12) wurde aus einem- 
Abschnitt absoluter- Obereinstimmung zwischen der kodierenden 
25 Sequenz des humanen EMPl und dem EST F23116 aus Schwein abge- 
leitet. Mit diesen beiden Primern ssEMPI . 1/ssEMPl . IR wurde ein 
Express ionsmuster wie oben beschrieben erstellt (vgl. Figur 
4) . 




Die Expressionsmuster mit den Primern aus Klon S231 und aus 
30 ssEiMPl sind zwar ahnlich, jedoch keineswegs identisch. Deshalb 
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ist 2u postulieren, dass S231 ein anderes Mitglied aus der 
pmp-22/emp/nip20-Genfamilie darstellt. 

Beide Expressionsmuster wurden nun durch Northern-Blot- 
Analysen verifiziert, wobei als Sonde der Klon S231 (Fig. 5A) 
bzw. das PCR-Produkt hsEMPl . sl/hsEMPl . asl (EMPl) (Fig. SB) 
benutzt wurde (vgl. Figur 5) . 

Im Northern Blot wird die Spezifitat fur BMEC noch deutlicher. 
Diese Expression in BMEC und somit an der BHS ist bisher nicht 
beschrieben. 

^uffallig ist die im Northern Blot st^rkere Expression in 
lexus (hier war allerdings auch ca. die 2-3fache RNA-Menge 
aufgetragen) und Colon, wohingegen die Expression durch RT-PCR 
starker im Herzen war. Weiterhin ist das Verhaitnis der beiden 
Transkripte in BMEC deutlich verschieden, abhSngig von der 
benutzten Sonde. Mit S231 ist das Verhaitnis von gr6fierem zu 
kleinerem Transkript annahernd gleich, wohingegen bei EMPl als 
Sonde das kleinere Transkript bedeutend starker erscheint. 

Im Vergleich zu Expressionsdaten von EMPl in der Literatur 
failt auf, dass S231 aus Schwein andere Trans kriptgrofien als 
PI aus Mensch und Maus aufweist und dass weiterhin das 
pressionsmuster z.T. stark von den Literaturdaten zu EMPl 
aus verschiedenen Spezies abweicht. Diese Abweichungen auf 
Trans kriptebene zeigen, dass der hier beschriebene Klon S231 
nicht EMPl darstellt, sondern als S2-31 ein anderes Mitglied 
25 dieser Genfamilie ist. M5glicherweise gibt es beim Menschen 
nur ein Gen EMPl, das von zwei Promotoren reguliert wird, und 
beim Schwein wird diese Aufgabe jedoch von zwei getrennten 
Genen - EMPl und S231 - wahrgenommen . 

Om die vollstandige kodierende Region von S231 aus Schwein zu 
30 erhalten, wurde die cDNA-Bank aus BMEC in pTriplEx2 mit EMPl 
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als ClonCapture-Sonde durchmustert . Hierbei wurden mehrere 
positive Klone isoliert, welche die vollstandige kodierende 
Region enthielten. Diese wurde nun sequenziert und daraus die 
Proteinsequenz abgeleitet (SEQ ID NO 13 und SEQ ID NO 14). 

Die Identitat von S231 aus Schwein zu humanem EMPl betrSgt auf 
AminosSureebene nur 78%, zu Maus betrSgt sie 76%. Dies starkt 
weiterhin die These, dass S231 nicht EMPl darstellt, da norma- 
lerweise Proteine zwischen Mensch und Schwein 85-95% identisch 
sind (vgl. Figur 6). 



Hinweise auf eine mSgliche Rolle von S231 an der BHS zu 
rhalten, wurde das Express ionsmuster in kultivierten BMEC im 
Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw, GAPDH wie in Beispiel 
1 beschrieben untersucht (vgl. Figur 7). Diese Daten zeigen 
eine schnelle Abnahme der Expression von S231, wie auch fiir 
15 bekannte BHS-Marker beschyieben ist. Ein Haushaltsgen wie 
GAPDH zeigt dagegen keine Regulation. 

Die Daten weisen deutlich auf eine Funktion von S231 an der 
BHS hin. Berticksichtigt man die beschriebene Rolle des Prote- 
ins bei der Dif f erenzierung anderer Zelltypen, kann man fol- 
2^^ern, dass Si231 ftir den besonderen Dif f erenzierungszustand von 
i^^padothelzellen an der BHS verantwortlich ist und moglicherwei- 
se ein Zelladhasionsmolekxil oder einen Kanal (MembrandomSnen' 
am starksten konserviert) darstellt. 

Bexspxel 3 : Identif izxerung von S012 
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Der s\abtraktive Klon S012 zeigte im dif f erentiellen Screen mit 
der forward probe im Vergleich zur reverse prohe ein >5mal 
starkeres Signal und somit zur Sequenzierung ausgewShlt. Die 
Sequenz des Klons S012 ist in SEQ ID NO 15 aufgeftlhrt. Anhand 
dieser Sequenz konnte SO 12 eindeutig dem humanen hypotheti- 
30 schen Protein FLJ13448 zugeordnet wexden. 
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Zuerst wurde wie vorstehend beschrieben ein Expressionsmuster 
far S012 mit den Primern S012.51 (5' GTA TCG GGA GTG GAG GAT 
TAG A 3' = SEQ ID NO 16) und S012.asl (5' CCC GAG GTA TAT TTG 
TTT CTG G 3' - SEQ ID NO 17) erstellt, als Kontrolle wurde 
GAPDH benutzt (Expressionsmuster nicht gezeigt) . 

Dieses semi-quantitative Expressionsmuster zeigt, dass S012 in 
BMEC starker exprimiert ist als in AOEC und bestatigt somit 
das Ergebnis der dif f erentiellen Hybridisierung. AuJierdem ist 
die Expression in BMEC auch deutlich starker als in Cortex 
(Gehirn) ^ was ein Hinweis auf die Spezif itat fur BMEC im 
iGehirn ist. Lediglich im Herzen ist eine starke Expression zu 
^ehen. Die full-length cDNA von porcinem S012/FLJ13448 wurde 
durch iiberlappende S'' und 3' RACE-PCR erhalten und ist zusam- 
men mit der Proteinsequenz in SEQ ID NO 18 und SEQ ID NO 19 
gezeigt . 

Das Expressionsmuster wurde durch Northern-Blot -Analyse veri- 
fiziert, als Sonde diente hierbei der full-length Klon 
FLJ13448/S012 (SEQ ID NO 18) (vgl. Fig. 8). 

Im Northern-Blot wird die Spezif itat fiir BMEC noch deutlicher. 

IDiese Expression in BMEC und somit an der BHS ist bisher nicht 
leschrieben . 

S012 ist homolog zu dem humanen hypothetischen Protein 
FLJ13448 und dem entsprechenden Homologon aus Maus 
(XM_129724). Ein Homologievergleich von humanem, murinem und 
procinem FLJ13448/S012 ist in Fig. 9 dargestellt. Die Peptide, 
die als Signalpeptide dienen und abgespalten werden, sind 
jeweils kursiv gedruckt. 

Auffailig ist die geringe Konservierung der N-terminalen 60 
Aminosauren bzw. die hohe Homologie des C-Terminus . Wahr- 
scheinlioh stellt der N-Terminus ein Signalpeptid dar, dass 
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fiir die korrekte Lokalisation des Proteins in der Zelle ver- 
antwortlich ist. Bioinf ormatische Untersuchungen zeigen eine 
mitochondriale Lokalisation des Proteins in der Zelle. Die 
Funktion des Proteins ist dem stark konservierten C-Terminus 
zuzuordnen. 

Urn Hinweise auf eine m5gliche Rolle von FLJ13448/S012 an der 
BHS zu erhalten, wurde das Expressionsmuster in kultivierten 
BMEC im Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH unter- 
sucht wie in Beispiel 1 beschrieben (vgl. Fig. 10) . 



Diese Daten weisen eindeutig auf eine Rolle von FLJ13448/S012 
,n der BHS hin. Die starke Expressionsabnahme in kultivierten 
BMEC spricht daftir, dass FLJ13448/S012 mit dem Diff erenzie- 
rungszustand der Zellen in Zusammenhang steht. 




Beispiel 4: Identif izierung von NSE2 

Das Probenmaterial wurde wie vorstehend unter dem Abschnitt 
„Identifi2ierung BHS-spezif ischer Proteine durch dif f erentiel- 
le 2D-Gelelektrophorese" beschrieben aufbereitet. 

Der differentielle Spot 1.1.0.1.10.37 ergab in der MALDI-TOF- 
Analyse folgende Peptidmassen: 861,499; 878,47; 975,50; 

|056,61; 1132,53; 1198,71; 1216,71; 1227,53; 1347,69; 1430,76; 
i438,69; 1516,71; 1623,79; 1790,87; 1796,81; 1935,93; 1954,05; 
2081,02; 2231,07; 2375,08; 2577,09; 2613,1. 

Durch die Datenbankabf ragen mit Profound in der NCBI-Datenbank 
wurde Spot 1.1.0.1.10.37 als NSE2 identif iziert . Das humane 
NSE2 hat ein berechnetes Molekulargewicht von 34,5 kDa und 
einen pl-Wert von 5,4, was beides sehr gut mit der beobachte- 
ten Lage des Spots 1.1.0.1.10.37 im 2D-Gel tibereinstimmt . Die 
fettmarkierten, unterstrichenen Peptidmassen konnten als der 
humanen Sequenz identisch zugeordnet werden. In Fig. 11 ist 
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die Abdeckung der Peptidmassen auf der humanen Proteinsequenz 
gezeigt . 

Zuerst wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster ftir NSE2 
mit den Primern ssNSE2.sl (5' CGC GTG GTG AAT GAT CTG TA 3' = 
5 SEQ ID NO 20) und ssNSE2.asl (5' CTC CAT GAT CAG GTC CTC CAG 
3' = SEQ ID NO 21) erstellt, als Kontrolle wurde GAPDH be- 
nutzt . 
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Dieses semi -quantitative Expressionsmuster zeigt, dass die 
Expression von NSE2 im Herzen am hSchsten ist, gefolgt von 
^MEC und Cortex (nicht gezeigt). Dieses Ergebnis wurde durch 

orthern-Blot -Analyse bestatigt (vgl. Figur 12) . Zur Hybridi- 
sierung wurde die partielle cDNA-Sequenz von NSE2 aus Schwein 
verwendet (SEQ ID NO 22 und SEQ ID NO 23) (partielle CDS 1- 
192, codierf C-Terminus) , die durch 3'RACE-PCR erhalten wurde. 



15 Urn Hinweise auf eine mogliche Rolle von NSE2 an der BHS zu 

erhalten, wurde das Expressionsmuster in kultivierten BMEC im 
Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH wie in Beispiel 
1 beschrieben untersucht. Das Ergebnis ist in Figur 13 ge- 
zeigt. Diese Daten zeigen eine schnelle Abnahme der Expression 

2^^on NSE2 und weisen somit auf eine Funktion von NSE2 an der 

^^WS 

Figur 14 zeigt einen Homologie-Vergleich von humanem NSE2 und 
NSEl. 

Potentielle Phosphorilierungsstellen sind in hellem Font 
25 dargestellt. Unterstrichen ist eine mSgliche Tyrosin- 

Kinasedomane (ProSite Pattern Match PS00109) , wobei der aktive 
Rest fett dargestellt ist. Figur 15 zeigt die Verteilung von 
PEST-Domanen in NSE2. PEST-Sequenzen sind Pro-, Glu-, Ser- und 
Thr-reich Regione in Proteinen, die fiir eine kurze Halbwerts- 
30 zeit solcher Proteine in der Zelle verantwortlich sind, indem 
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sie die Ubiquitinilierung dieser Proteine kontrollieren. 
Phosphorilierung bestiiranter Ser- oder Thr-Reste in den PEST- 
Regionen (hellgrau) sind ftir die Erkennung von Prozessierung 
durch den Ubiquitinproteasomeweg wichtig. 

Position 81-163 in hxamanem NSE2 zeigt Homologien zur NLP/P60- 
Familie (pfam-DomMne 00877.4), die in mehreren Lipoproteinen 
gefunden aber der keine Funktion zugeordnet wurde. 

Beispiel 5; Identif izierung von DR6-1 

Das Probenmaterial wurde wie vorstehend unter dem Abschnitt 
|,Identifizierung BHS-spezif ischer Proteine durch dif ferentiel- 
le 2D-Gelelektrophorese beschrieben^^ aufbereitet. 

Der differentielle Spot 1.1. 0.1. 11.12 ergab in der MALDI-TOF- 
Analyse folgende Peptidmassen: 789,45; 880,47; 890,50; 948,49; 
1204,68; 1217,64; 1289,58; 1428,70; 1517,79; 1573,73; 1753,'91; 
15 2017, 08.. 
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Durch die Datenbankabfragen mit Profound in der NCBI-Datenbank 
wurde Spot 1.1.0.1.11.12 als hypothetisches Protein mit der 
Accession Number CAB66619 identif iziert . Das identische Prote- 
an wird in anderen Eintragungen der Datenbank auch als dopami- 
responsive protein DRG-1, als LYST-intexacting protein LIPS 
und als HSPC228 bezeichnet. Das hypothetische Protein 
CAB66619/DRG-1 hat ein berechnetes Molekulargewicht von 33,8 
kDa und einen pl-Wert von 6,1, was beides sehr gut mit der 
beobachteten Lage des Spots 1 . 1 . 0. 1 . 11 . 12 im 2D-Gel tlberein- 
stimmt. Die f ettmarkierten Peptidmassen konnten als der huma- 
nen Sequenz identisch zugeordnet werden. In Fig. 16 ist die 
Abdeckung der Peptidmassen auf der humanen Proteinseguenz 
gezeigt. 
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Ein Homologievergleich zwischen Mensch {CAB66619) und Maus 
(XP_125508) zeigt sehr groBe Homologien, vor allem im Bereich 
der AS 1-180. Bioinf ormatische Ansatze zeigen eine Trans- 
membrandomane und sprechen daftir, dass der N-Terminus intra- 
5 zellular lokalisiert ist. Die intrazelluiare DomSne zeigt eine 
konservierte Phosphorilierungsstelle, extrazellular wird in 
der humanen Sequenz eine Glykosilierungsstelle vorhergesagt 
(vgl. Fig. 17) . 

Zuerst wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster fUr DRG-1 
10 mit dem CAB66619.sl (5' CGA GAC CCT GTG GTG GCT TAT TAG 3^ = 

•SEQ ID NO 24) und CAB66619.asl (5' CTG GTG TAT TAG GTG GAG CGT 
GTG 3' = SEQ ID NO 25) erstellt, als Kontrolle wurde GAPDH 
benutzt. 

Dieses semi-quantitative Expressionsmuster (Figur 18; das 
15 durch Northern-Blot-Analyse bestatigt wurde) zeigt, dass DRG-1 
aus Schwein in BMEC schwacher exprimiert ist als in AOEC und 
widerspricht somit dem Ergebnis des. 2D-Gels. Allgemein ist 
DRG~1 zwar unterschiedlich stark aber recht ubiquitar expri- 
miert. Somit muss der im 2D-Gel gefundene Dnterschied auf eine 
20 spezifische posttranslationale Modifikation von DRG-1 in BMEC 

•urtickzufuhren sein. Ein solcher Unterschied kann z.B. auf- 
rund der vorhergesagten Phosphorilierungsstelle auftreten. 
Zellspezif ische Phosphorilierungen kSnnen so die Aktivitat des 
Proteins bestimmen. 

25 Um Hinweise auf eine mogliche Rolle von DRG-1 an der BHS zu 
erhalten, wurde das Expressionsmuster in kultivierten BMEC im 
Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH wie in Beispiel 
1 beschrieben untersucht (vgl. Figur 19). Diese Daten zeigen 
eine deutliche Abnahme der Expression von DRG-1 und weisen 

30 somit auf eine Funktion von DRG-1 an der BHS hin. 




SEQ ID NO 26 + 27 zeigen die partielle cDNA-Sequenz von DRG-1 
aus Schwein (CDSl-585, interner Abschnitt) . 

Beispiel 6: Identif izierung von TKA-1 

Das Probenmaterial wurde wie vorstehend unter dem Abschnitt 
5 ^Identifizierung BHS-spezif ischer Proteine durch differential- 
le 2D-Gelelektrophorese beschrieben^^ aufbereitet. 

Der dif ferentielle Spot 1.1.0.1,6.30 ergab in der MALDI-TOF- 
Analyse folgende Peptidmassen: 776,44; 847,47; 900,50; 916,46; 
976,52; 1048,58; 1085,61; 1127,66; 1137,55; 1167,67; 1180,68; 

• 212,69; 1234, 69; 1291,67; 1301, 67; 1303, 69; 1338,72; 1350,70; 
370,65; 1419,70; 1423,77; 1434,79; 1440,79; 1456,76; 1466,76; 
1467,71; 1483,77; 1547,78; 1558,85; 1665, 90; . 1714, 96; 1716,90; 
1740,80; 1762,90; 1838,92; 1897,99; 2025,11; 2054,06; 2234,15; 
2243,20; 2244,18. 

15 Durch die Datenbankabf ragen mit MSFIT in der NCBI-Datenbank 
wurde Spot 1.1.0.1.6.30 als TKA-1 identif iziert . Die fettmar- 
kierten,- unterstrichenen Peptidmassen konnten als der humanen 
Sequenz identisch zugeordnet werden. In Fig. 20 ist die Abde- 
ckung der Peptidmassen auf der humanen Proteinsequenz gezeigt. 

^^^^m^ der Datenbank sind 3 Isoformen von TKA-1 zu finden, die 
folgende berechneten Massen und pl-Werte besitzen: CAA90511 
mit 49,3 kDa / pi 6,7, BAA33216 mit 37,4 kDa / pi 7,9, 
AAB53042 mit 36,2 kDa /pi 8,2. Die Lage im 2D-Gel spricht 
eindeutig gegen die groBe Isoform. Somit wurde hier experimen- 

25 tell eindeutig die BAA33216-Isof orm gefunden, da in dem Prote- 
in mit der Accession-Number AAB53042 das Peptid DGSAW KQDPFQ 
(kursiv in Figur 20) fehlt, das jedoch teilweise (fett) inner- 
halb eines Trypsin-Fragmentes bei der MALDI-Analyse nachgewie- 
sen wurde. 



Das Alignment von TKA-1 zwischen Mensch, Maus und Ratte zeigt 
eine sehr hohe Konservierung. TKA-1 besitzt zwei PDZ-Domanen, 
die Protein-Protein-Wechselwirkungen vermitteln. In diesen 
PDZ-DomSnen befinden sich mehrere potentielle Phosphorilie- 
rungsstellen, wodurch mSglicherweise die Wechselwirkungen mit 
anderen Proteinen reguliert werden. Konserviert ist auch eine 
potentielle N-Glykosilierungsstelle. 
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Zuerst wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster ftir TKA-1 
mit den Primern ssSLC9A3R2 . si (5' AAA AGG CCC CCA GGG TTA CG 
3' = SEQ ID NO 28) und ssSLC9A3R2 . asl (5' GGA GTG GGC AGO AGG 
GA GC 3' = SEQ ID NO 29) erstellt, als Kontrolle wurde GAPDH 
lenutzt . 



Das Expressionsmuster wurde durch Northern-Blot-Analyse veri- 
fiziert, als Sonde diente hierbei das 550 bp groBe PCR-Produkt 
15 ssTKA-l.ctg zwischen den beiden Primern ssTKA-lctg. si (5' TTA 
ACC.TGC ACA GCG ACA AGT 3' = SEQ ID NO 30) und ssTKA-lctg . asl 
(5' TTG CTG AAG ATC TCA CGC TTC 3' = SEQ ID NO 31) . 

per Northern Blot (Figur 21) zeigt, dass TKA-1 in BMEC am 
starksten exprimiert ist sowie dass in BMEC drei verschiedene 

2^Transkripte vorkoramen. Die Expression ist vergleichbar stark 

Lunge, allerdings fehlt hier das kleine Transkript vollkom- 

^^en. Bisher ist in der Literatur kein Zusammenhang von TKA-1 
zur BHS und auch nicht zu Endothelzellen beschrieben. 

Um Hinweise auf eine mSgliche Rolle von TKA-1 an der BHS zu 
25 erhalten, wurde das Expressionsmuster in kultivierten BMEC im 
Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH wie in Beispiel 
• 1 beschrieben untersucht (vgl. Figur 22). Diese Daten zeigen 
eine deutliche Abnahme der Expression von TKA-1 und weisen 
somit auf eine Funktion von TKA-1 an der BHS hin. 




SEQ ID NO 32 und SEQ ID NO 33 
Sequenz von TKA-1 aus Schwein 
den C-Terminus) . 




-62- 

zeigen die partielle cDNA- 
(partielle CDS 1-741, codiert 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

<110> Esplora GtanbH 

<120> Verfahren zur Identif izierung BHS-spezifischer Proteine 
und Fragmente davon 

<130> 12186DE 

<140> 
<141> 

<160> 34 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 323 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 

•20> 
23> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz :Klon S129 aus 
BMEC aus Schweinehirn 

<400> 1 

ctgcagccga ggacaacact gattcgagcc gtgacctacc ggccgcggga attcgattta 60 
tggtgaaaat cgccttcaat acacccgcag cggtgcaaaa agaggaggcg cagcaagacg 120 
tggaggccct cgtaagccat acggtccgtg ctcagatcct gactggcaag gaactccaag 180 
ttgccactaa ggaaaaagag ggcttctctg ggagatgcat gcttactctc gtaggccttt 240 
ccttcatctt ggcaggactt attgttggtg gagcctgcat ttacaagtac ttcatgccca 300 
agagtaccat actaccatgg aga 393 



<210> 2 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : Primer 



0> 2 

;ctccattg ttatgcctcc ta 22* 



<210> 3 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : Primer 
<400> 3 

gttgcctctc actcttgaca ga 



<210> 4 
<211> 1598 
<212> DNA 
<213> Schwein 



L 



66 M 



<220> 

<221> CDS 

<222>- (119) . . (910) 



<400> 4 

gcggccgcta gcataaagaa ggtgattcta agcctagcgc tatcttctcc tagtccagcc 60 
tgcagccgag gacaacactg attcgagccg tgacctaccg gccgcgggaa ttcgattt 118 



atg gtg aaa ate gcc ttc aat aca ccc gca gcg gtg caa aaa gag gag 
Met Val liys lie Ala Phe Asn Thr Pro Ala Ala Val Gin Lys Glu Glu 
15 10 15 



20 25 



30 




166 



gcg cag caa gac gtg gag gcc etc gta age eat acg gtc cgt get cag 214 
Ala Gin Gin Asp Val Glu Ala Leu Val Ser His Thr Val Arg Ala Gin 



262 



310 



ate ctg act gge aag gaa etc caa gtt gcc act aag gaa aaa gag ggc 
lie Leu Thr Gly Lys Glu Leu Gin Val Ala Thr Lys Glu Lys Glu Glv 
35 - 40 45 

c tct ggg aga tge atg ctt act etc gta ggc ctt tec ttc ate ttg 
ie Ser Gly Arg Cys Met Leu Thr Leu Val Gly Leu Ser Phe lie Leu 
50 55 60 

gca gga ctt att gtt ggt gga gcc tge att tac aag tac ttc atg ccc 358 
Ala Gly Leu lie Val Gly Gly Ala Cys lie Tyr Lys Tyr Phe Met Pro 
S5 70 75 80 

aag agt acc ate tac eat gga gag atg tge ttc ttt gat tct gcg gac 406 
Lys Ser Thr He Tyr His Gly Glu Met Cys Phe Phe Asp Ser Ala Asp 
85 90 95 

cet gca aat ttc etc caa gga gga gag ccc tac ttc ctg ect gtg atg 454 
Pro Ala Asn Phe Leu Gin Gly Gly Glu Pro Tyr Phe Leu Pro Val Met 
100 105 110 

gaa gag get gat att cgt gaa gat gac aac att gca ate att gat gtg 502 
Glu Glu Ala Asp He Arg Glu Asp Asp Asn He Ala He He Asp Val 
115 120 125 



gtc ccc agt ttc tct gat agt gac ect gca gca att att cat gac 550 
Val Pro Ser Phe Ser Asp Ser Asp Pro Ala Ala He He His Asp 
130 135 140 

ttt gaa aag ggc atg act get tac ctg gac ttg ctg ctg ggg aac tge 598 
Phe Glu Lys Gly Met Thr Ala Tyr Leu Asp Leu Leu Leu Gly Asn Cys 

150 155 • 160 

tat ctg atg ccc* etc aat acc tec att gtt atg ect ect aag tat etc 646 
Tyr Leu Met Pro Leu Asn Thr Ser He Val Met Pro Pro Lys Tyr Leu 
165 170 175 

gtg gag etc ttt ggc aaa ctg gca cgt ggc aaa tac etc ect cac get 
Val Glu Leu Phe Gly Lys Leu Ala Arg Gly Lys Tyr Leu Pro His Ala 
180 185 190 



694 



tat gtg gtt cat gaa gac ctg gtt get gtg gaa gag att cat gat gtt 742 
Tyr Val Val His Glu Asp Leu Val Ala Val Glu Glu He His Asp Val 
195 200 205 



67 



agt aac ctt ggc ate ttt att tac caa ctt tgc aac aac cgc aag tct 790 
Ser Asn Leu Gly lie Phe lie Tyr Gin Leu Cys Asn Asn Arg Lys Ser 
210 215 220 

ttc cgc ctt cgt aga aga gac etc ttg ctg ggt ttc aac aaa cgt gcc 838 
Phe Arg Leu Arg Arg Arg Asp Leu Leu Leu Gly Phe Asn Lys Arg Ala 
225 230 235 240 

att gat aag tgc tgg aag att aga cac ttc ccc aat gaa ttt att gtt 886 
He Asp Lys Cys Trp Lys He Arg His Phe Pro Asn Glu Phe He Val 
245 250 255 

gag acc aag ate tgt eaa gag tga gaggcaacag aaaaagagtg tacttagtaa 940 
Glu Thr Lys He Cys Gin Glu 
260 



taggaagtca 


aagatttaca 


atatgacttc 


aatattaaag 


tgtgtaggac 


attcaagata 


1000 


tttactcatg 


catttectet 


attgcttata 


cttaaaaaaa 


agaaagaaaa 


taaaaactac 


1060 


^aaccattgc 


aaaaaaaaaa 


aaaaaaagta 


ctagtcgacg 


cgtggccaga 


aactgaaatg 


1120 


Hatgatttt 


tatgtttttc 


cttttgaatt 


tatagggttt 


atgttttntt 


gaatgcaatg 


1180 


tgaaggtgtt 


ggctaacatc 


ctgacaatga 


attccatccc 


ttgtgtatat 


gtgtgtcttt 


1240 


aaaagtaaaa 


tyttcartca 


tatggtaaaa 


catgttttaa 


atttaaaata 


tttaaaattg 


1300 


ttttcaacct 


ttttgtgtag 


cgcttgtcaa 


at at ctt aac 


attgtcttgt 


tttgttttca 


1360 


ttgtgtgcaa 


ctttcctgaa 


tttagaaatt 


aaatttttgc 


atttatgtta 


ggtgttctgt 


1420 


aatagatatg 


acttatatgt 


gaaaaacttt 


cataaagaag 


tcattttcac 


taatrcagtg 


1480 


actctcactg 


gtaactgtat 


tgtgaaatgc 


acaaaactgt 


tttagtgctg 


aatgctataa 


1540 


ggaatttagg 


ttgtatgaat 


tctacaatcc 


tataataaat 


tttaccatat 


tcaaaaaa 


1598 



<210> 5 
11> 263 
2> PRT 
3> Schwein 



<400> 5 






























Met 


Val 


Lys 


He 


Ala 


Phe 


Asn 


Thr 


Pro 


Aia 


Ala 


Val 


Gin 


Lys 


Glu 


Glu 


1 








5 










10 








15 




Ala 


Gin 


Gin 


Asp 
20 


Val 


Glu 


Ala 


Leu 


Val 
25 


Ser 


His 


Thr 


Val 


Arg 
30 


Ala 


Gin 


He 


Leu 


Thr 


Gly 


Lys 


Glu 


Leu 


Gin 


Val 


Ala 


Thr 


Lys 


Glu 


Lys 


Glu 


Gly 






35 










40 










45 






Phe 


Ser 
50 


Gly 


Arg 


Cys 


Met 


Leu 
55 


Thr 


Leu 


Val 


Gly 


Leu 
60 


Ser 


Phe 


He 


Leu 


Ala 


Gly 


Leu 


He 


Val 


Gly 


Gly 


Ala 


Cys 


He 


Tyr 


Lys 


Tyr 


Phe 


Met 


Pro 


65 










70 










75 










80 


Lys 


Ser 


Thr 


He 


Tyr 


His 


Gly 


Glu 


Met 


Cys 


Phe 


Phe 


Asp 


Ser 


Ala 


Asp 










85 










90 










95 


Pro 


Ala 


Asn 


Phe 
100 


Leu 


Gin 


Gly 


Gly 


Glu 
105 


Pro 


Tyr 


Phe 


Leu 


Pro 
110 


Val 


Met 


Glu 


Glu 


Ala 


Asp 


He 


Arg 


Glu 


Asp 


Asp 


Asn 


He 


Ala 


He 


He 


Asp 


Val 






115 










120 










125 






Pro 


Val 


Pro 


Ser 


Phe 


Ser 


Asp 


Ser 


Asp 


Pro 


Ala 


Ala 


He 


He 


His 


Asp 




130 










135 










140 









Phe 


Glu 


Lys 


Gly 


Met 


Thr 


Ala 


Tyr 


145 










150 




Tyr 


Leu 


Met 


Pro 


Leu 
165 


Asn 


Thr 


Ser 


Val 


Glu 


Leu 


Phe 
180 


Gly 


Lvs 


Leu 


Ala 


Tyr 


Val 


Val 
195 


His 


Glu 


Asp 


Leu 


Val 


Ser 


Asn 


Leu 


Gly 


lie 


Phe 


He 


Tyr 




210 












Phe 


Arg 


Leu 


Arg 


Arg 


Arg 


Asp 


Leu 


225 










230 






lie 


Asp 


Lys 


Cys 


Trp 


Lys 


He 


Arg 










245 






Glu 


Thr 


Lys 


lie 
260 


Cys 


Gin 


Glu 





68 




Leu 




JJCU 


JUBU JjcU V7Xy 


Asn 


Cys 










160 


He 


Val 


Met 


Pro Pro Lys 


Tyr 


Leu 




J. f U 




175 










1 yr lieu irro 


His 


Ala 


185 

•L U 






ion 
190 






Ala 


Val 


Glu 


Glu He His 


Asp Val 








one 






Gin 


Leu 


Cys 


Asn Asn Arg 
220 


Lys 


Ser 


Leu 


Leu 


Gly 


Phe Asn Lys 


Arg Ala 






235 






240 


His 


Phe 
250 


Pro 


Asn Glu Phe 


He 
255 


Val 



<210> 6 

•<211> 814 
|gl2> DNA 
pi3> Klinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz :Klon S231 aus 
BMEC aus Schweinehim 

<400> 6 

acatttcttt aggttcattc tggttaaggg gatgttcgag ggtgggccac caaattgtct 60 

gggctgggga taaagcagtt ggcaagcaaa aactatggga tgatgaactt ttcaatwatg 120 

atttaatgat cacatgagta tagaaagctg ttttgagtgc tgaaacagac ttacctatca 180 

gatatatcca aaagagattc tatgttaaaa agtcagacta tgactggagt gaaccatgta 240 

ttcccttgtc ttttactttg tttctgtgac atttatgttt catgtaactt gcattatggt 300 

tgggtgggtt gtcctagtac tgtattttgg cttcttcttt aataggattg atatttcata 360 

tabtataatt gtgaatattt tgakacraat gtttataact ctaggcatat aaaaacagat 420 

tctgattccc ttcactgtgt gaatgttttc tgttgaaaaa atggaggata aatatggata 480 

ctaatgacac tcattcctaa ttaagttttc aatcagtttg atttggataa cttgcattta 540 

tccgagatat tgagctactt tctgataatg catcaagcat ttctaccata actctttcac 600 

gcaactgaat gttgttaagt atagttttat cttgctttaa ttaaacttct taagcaaaaa 660 

•aaagaaact tcataagcta atacattaga gaaaggttat gatcttgaat cnagaatggc 720 

l^tggcatt aaggaatgag atacttgtaa attttctttg aaacagccaa ctcctctgtt 780 

^gtcttcac aattcaaaag atatgcctca ctgt 814 



<210> 7 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz; Primer 
<400> 7 

ccataactct ttcacgcaac tg 



.<210> 8 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 



<220> 



69 




<223> Beschrelbung der ktinstlichen Sequenz : Primer 
<400> 8 

acaacagagg agttggctgt tt 



<210> 9 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : Primer 
<400> 9 

ggtattgctg gctggtatct tt 

<210> 10 

<211> 22 

<212> DNA 

13> Ktlnstliche Sequenz 

S20> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : Primer 

•<400> 10 

atgtaggaat agccgtggtg at 



<210> 11 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz : Primer 
<400> 11 

ggtctttgtg ttccagctct tc 

^^BlO> 12 

^^211> 23 

<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : Primer 

<400> 12 

ttctcaggac cagatagaga acg 



<210> 13 
<211> 483 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

<221> CDS 

<222> {1)..(480) 



70 




<220> 

<223> Besc3hreibung der ktinstlichen SequenzrKlon S231 aus 
BMEC aus Schweinehirn 

<400> 13 

atg ttg gtg tta ctg get ggt ate ttt gtg gtc cac ate gee act gte 48 

Met Leu Val I»eu Leu Ala Gly lie Phe Val Val His He Ala Thr Val 
15 10 15 

gtc atg ctg ttc gtt tgc acc att gcc aat gtc tgg gtg gtc tea gat 96 
Val Met Leu Phe Val Cys Thr He Ala Asn Val Trp Val Val Ser Asp 
20 25 30 

gcg gga caa gga tct gte ggt ctt tgg aaa aac tgt acc agt get gge 144 
Ala Gly Gin Gly Ser Val Gly Leu Trp Lys Asn Cys Thr Ser Ala Gly 
35 V 40 45 

tgt act gat acc ctg tta tac ggc ggt gaa gat gcc etc aag teg gtg 192 
Cys Thr Asp Thr Leu Leu Tyr Gly Gly Glu Asp Ala Leu Lys Ser Val 
50 55 60 

g gcc ttc atg ate ctg tct ate ate ttc tct gte gte tec etc gtg 240 
n Ala Phe Met He Leu Ser He He Phe Ser Val Val Ser Leu Val 
^65 70 75 80 

gte ttt gtg ttc cag etc ttc ace atg gag aaa ggc aac cgc ttc ttc 288 
Val Phe Val Phe Gin Leu Phe Thr Met Glu Lys Gly Asn Arg Phe Phe 
85 90 95 

etc teg gga gcc acc atg ctg gtg tgc tgg ctg tgc ate atg gtg ggg 336 
Leu Ser Gly Ala Thr Met Leu Val Cys Trp Leu Cys He Met Val Gly 
100 105 110 

gcc tec gtc tat act cat cat tat gcc aac agt tct aaa aac caa tac 384 
Ala Ser Val Tyr Thr His His Tyr Ala Asn Ser Ser Lys Asn Gin Tyr 
115 120 125 

teg gcg agt cac cat ggc tat tec ttc ate etc gcc tgg ate tgc ttc 432 
Ser Ala Ser His His Gly Tyr Ser Phe He Leu Ala Trp He Cys Phe 
130 135 140 



^T45 



ttc age ttc ate ate ggc gtt etc tat ctg gtc ctg aga aag aaa 480 
Phe Ser Phe He He Gly Val Leu Tyr Leu Val Leu Arg Lys Lys 
45 150 155 160 



taa 



<210> 14 
<211> 160 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz :Klon S231 aus 
BMBC aus Schweinehirn 

<400> 14 

Met Leu Val Leu Leu Ala Gly He Phe Val Val His He Ala Thr Val 
1 . 5 10 15* 



483 



Val Met Leu Phe Val Cys Thr He Ala Asn Val Trp Val Val Ser Asp 
20 25 30 



• 



71 




Ala Gly Gin Gly Ser Val Gly Leu Trp Lys Asn Cys Thr Ser Ala Gly 
35 40 45 

Cys Thr Asp Thr Leu Leu Tyr Gly Gly Glu Asp Ala Leu Lys Ser Val 
50 55 60 

Gin Ala Phe Met lie Leu Ser lie lie Phe Ser Val Val Ser Leu Val 
65 70 75 80 

Val Phe Val Phe Gin Leu Phe Thr Met Glu Lys Gly Asn Arg Phe Phe 
85 90 95 

Leu Ser Gly Ala Thr Met Leu Val Cys Trp Leu Cys lie Met Val Gly 
100 105 110 

Ala Ser Val Tyr Thr His His Tyr Ala Asn Ser Ser Lys Asn Gin Tyr 
115 120 125 

Ser Ala Ser His His Gly Tyr Ser Phe lie Leu Ala Trp lie Cys Phe 
130 135 140 

s Phe Ser Phe lie He Gly Val Leu Tyr Leu Val Leu Arg Lys Lys 
5 150 155 160 



<210> 15 
<211> 513 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 

<220> • 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz :Klon 3012 aus 
BMEC aus Schweinehirn 

<400> 15 

acatagaatt caatcaagtg taattcagaa taatgtgtat attagcatat ttacagtaat 60 

gggatgtcat cgctattgtt agaatactga catcactttt ctgagcagaa attgaaactg 120 

taaatttaac cttttaatta tcacctcacc tgaaaaggtt ggttgagata ctcacgcagc 180 

atgtattata ttaaccatgt catgtttaag ttattaaatt cagattattt ataacttatt 240 

^^ttagggc ctgcctcatg tcttctaggg tatttgagta atcatcctat atttaaagtt 300 

actttga cttaaaaaac actgttaatg aaagttccct agcgcttttc ttattttcaa 360 

^ ggtctta tgggtagtag tagagaattc catgctgttc tgaggctagc ttccaggtaa 420 

cagtgattt tttttttctt tttttctttc tttcttggtg agtggtccag agttttaagc 480 

tacttttctc aaagtttcaa ccctttccca ggt 513 



atg 
^^ca 



<210> 16 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : Primer 
<400> 16 

gtatcgggag tggaggatta ca 22 



<210> 17 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 



• 



72 



<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz : Primer 
<400> 17 

cccgaggtat atttgtttct gg 



22 



<210> 18 
<211> 1674 
<212> DNA 
<213> Schwein 



<220> 

<221> CDS 

<222> (40) . . (774) 

<400> 18 

ccgtctgcct ggtcccarag gcgcaccggc ttcggtaac atg ttt gtg gca get 

Met Phe Val Ala Ala 




g aca ggc cag aga acc ttg aga aag gtg gtc teg gga tgc cgt cca 

g Thr Gly Gin Arg Thr Leu Arg Lys Val Val Ser Gly Cys Arg Pro 

10 15 20 

aaa teg gcg aca geg act gga gtc ccg get cet gcg cag ggg cct ceg 

Lys Ser Ala Thr Ala Thr Gly Val Pro Ala Pro Ala Gin Gly Pro Pro 

25 30 35 

egg aac ate aga tac tta gee tec tgt ggt ata ctg atg aac aga act 

Arg Asn lie Arg Tyr Leu Ala Ser Cys Gly lie Leu Met Asn Arg Thr 

40 45 50 

ctt cca ctg cat tec tea ttt ttg cct aag gag atg tat gca aga ace 

Leu Pro Leu His Ser Ser Phe Leu Pro Lys Glu Met Tyr Ala Arg. Thr 

55 60 j55 

ttc tte aga att get gca cca tta ata aac aaa aga aaa gaa tat tea 

Phe Phe Arg lie Ala Ala Pro Leu lie Asn Lys Arg Lys Glu Tyr Ser 

75 80 85 

'g agg agg att ata gga tat tet atg cag gaa atg tat gae gta gta 

Slu Arg Arg lie lie Gly Tyr Ser Met Gin Glu Met Tyr Asp Val Val 

90 95 100 

teg gga atg gaa gat tac aag cat ttt gtg cct tgg tgc aaa aaa tea 

Ser Gly Met Glu Asp Tyr Lys His Phe Val Pro Trp Cys Lys Lys Ser 

105 110 115 

gat gta ata tea agg aga tet gga tac tgc aaa aca ega tta gaa att 

Asp Val lie Ser Arg Arg Ser Gly Tyr Cys Lys Thr Arg Leu Glu lie 

120 125 130 

ggg ttt cca cec gta ttg gag cgc tat aeg tea gta gta acc ttg. gtg 

Gly Phe Pro Pro Val Leu Glu Arg Tyr Thr ' Ser Val Val Thr Leu Val 

135 14 0 145 



54 



102 



150 



198 



246 



294 



342 



390 



438 



486 



aaa cca cat ttg gta aag gca tec tgt gca gat ggg aag etc ttt aat 
Lys Pro His Leu Val Lys Ala Ser Cys Ala Asp Gly Lys Leu Phe Asn 
150 155 160 165 



534 



73 



cac tta gag act gtt tgg cgt ttt age cca ggt ctt cct 'ggc tac cca 582 
His Leu Glu Thr Val Trp Arg Phe Ser Pro Gly Leu Pro Gly Tyr Pro 
170 175 180 

aga act tgt act ttg gat ttt tea att tct ttt gaa ttt cga tea ctt 630 
Arg Thr Cys Thr Leu Asp Phe Ser He Ser Phe Glu Phe Arg Ser Leu 
185 190 195 

ctg cac tct cag ctt gcc aca ttg ttt ttt gat gaa gtt gtg aag cag 678 
Leu His Ser Gin Leu Ala Thr Leu Phe Phe Asp Glu Val Val Lys Gin 
200 205 210 

atg gta get get ttt gaa aga aga gca tgt aaa ctg tat ggt cca gaa 726 
Met Val Ala Ala Phe Glu Arg Arg Ala Cys Lys Leu Tyr Gly Pro Glu 
215 220 225 

aca agt ata cct egg gaa tta atg ett cat gaa gtt cat cac aca taa 774 
Thr Ser He Pro Arg Glu Leu Met Leu His Glu Val His His Thr 
230 235 240 245 

^gaaaagga aatggttgcc tacttgtaac tagtttattc acttttagga agtgctttca 834 

lattttgct ytcagaagge agaaagcatt tgtcaaacac agetttgata taaacctgta 894 

ctttgcactt ggaatatgga accacatgta catagaatte aatcaagtgt aattcagaat 954 

aatgtgtata ttagcatatt taeagtaatg ggatgtcatc gctattgtta gaatactgac 1014 

ateaettttc tgageagaaa ttgaaaetgt aaatttaacc ttttaattat eacctcacet 1074 

gaaaaggttg gttgagatae tcacgcagca tgtattatat taaecatgtc atgtttaagt 1134 

tattaaatte agattattta taaettatta tcttagggcc tgcetcatgt ettctagggt 1194 

atttgagtaa tcatcetata tttaaagtta aaactttgac ttaaaaaaca ctgttaatga 1254 

aagttcccta gegcttttct tatttteaaa ttggtcttat gggtagtagt agagaattec 1314 

atgctgttct gaggctagct tecaggtaaa cagtgatttt ttttttcttt ttttctttct 1374 

^ttggtga gtggtccaga gttttaaget acttttctea aagttteaac ectttcccag 1434 

etttgae tactatttca gtaatgttga ttgtgtgtea agttttgtct acagcagtgg 1494 

gcaatagatg aaggaagtcg gttgatatgt ctccaacacc atgcattetg attttctatt 1554 

tattgtgtat aetcacttte aataatgtat ttccaactga tatttttgta aacaaatcag 1614 

tgtaaggact gaagtggtaa ettaataaag ttaatttgtt taaaaaataa aaaaaaaaaa 1674 

<210> 19 
<211> 244 
<212> PRT 
<213> Schwein 

<400> 19 

Met Phe Val Ala Ala Arg Thr Gly Gin Arg Thr Leu Arg Lys Val Val 

1 5 10 15 

Ser Gly Cys Arg Pro Lys Ser Ala Thr Ala Thr Gly Val Pro Ala Pro 

20 25 30 

Ala Gin Gly Pro Pro Arg Asn He Arg Tyr Leu Ala Ser Cys Gly He 
35 40 . 45 



74 



Leu Met Asn Arg 


Thr 


Leu 


Pro 


Leu 


50 






55 




Met Tyr Ala Arg 


Thr 


Phe 


Phe Arg 


65 




70 






Arg Lys Glu Tyr 


Ser 


Glu 


Arg Arg 




85 








Met Tyr Asp Val 


Val 


Ser 


Gly Met 


100 










Trp Cys Lys Lys 


Ser 


Asp 


Val 


lie 


115 








120 


Thr Arg Leu Glu 


lie 


Gly 


Phe 


Pro 


130 






135 




Val Val Thr Leu 


Val 


Lys 


Pro 


His 


145 




150 






Gly Lys Leu Phe 


Asn 

165 


His 


Leu 


Glu 


Leu Pro Gly Tyr 


Pro 


Arg 


Thr 


Cys 


180 










Glu Phe Arg Ser 


Leu 


Leu 


His 


Ser 


195 








200 


^lu Val Val Lys 


Gin 


Met 


Val 


Ala 


210 






215 




^■u Tyr Gly Pro 
W25 


Glu 


Thr 
230 


Ser 


He 


Val His His Thr 











His Ser Ser 

He Ala Ala 
75 

He He Gly 
90 

Glu Asp Tyr 
105 

Ser Arg Arg 

Pro Val Leu 

Leu Val Lys 
155 

Thr Val Trp 

170 
Thr Leu Asp 
185 

Gin Leu Ala 

Ala Phe Glu 

Pro Arg Glu 
235 



Phe Leu 

60 
Pro Leu 

Tyr Ser 

Lys His 

Ser Gly 
125 
Glu Arg 
140 

Ala Ser 
Arg Phe 

Phe Ser 

Thr Leu 
205 
Arg Arg 
220 

Leu Met 



Pro Lys Glu 

He Asn Lys 
80 

Met Gin Glu 

95 

Phe Val Pro 
110 

Tyr Cys Lys 

Tyr Thr Ser 

Cys Ala Asp 
160 

Ser Pro Gly 

175 
He Ser Phe 
190 

Phe Phe Asp 

Ala Cys Lys 

Leu His Glu 
240 



<210> 20 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : Primer 
<400> 20 

cgcgtggtga atgatctgta 20 




10> 21 
1> 21 
2> DNA 

^213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : Primer 
<400> 21 

ctccatgatc aggtcctcca g 21 



<210> 22 
<211> 607 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz :partielle 
CDNA-Sequenz von NSE2 aus Schwein 



<220> 
<221> CDS 



75 



<222> (1)-.(192) 



<400> 22 

gag gac ctg ate atg gag aaa egg cgc aac gac cag ata ggg cgc gcc 48 

Glu Asp Leu He Met Glu Lys Arg Arg Asn Asp Gin He Gly Arg Ala 
1 5 ■ 10 15 

gcg gtg eta cag gag ctg gcc acg cac ctg cac cce gcg gag ccg gac 96 
Ala Val Leu Gin Glu Leu Ala Thr His Leu His Pro Ala Glu Pro Asp 
20 25 30 

gag gge gac age gac gee gcg egg act acg ccg cet cec ggg cgc tec 144 
Glu Gly Asp Ser Asp Ala Ala Arg Thr Thr Pro Pro Pro Gly TVrg Ser 
35 40 45 

cag gcg ccg gge caa gag gag gag gac cga gag gcg gtg gtg cac tga 192 
Gin Ala Pro Gly Gin Glu Glu Glu Asp Arg Glu Ala Val Val His 



50 




55 




60 






caggegaget 


gagtgcggag 


ctgcgtgagg 


gagcctttge 


agcagccgct 


gccccctcce 


252 


^^ctctcect 


cectcctcca 


ccatcttctg 


ggtcccaact 


gggcteetgg 


gccatttgga 


312 


Isaaeggagag 


ttggcgaaaa 


gcgctgccag 


ctgtggcttg 


agtttgttat 


ettggacgga 


372 


ggaggaagag 


ggageagctt 


ccatggacec 


etgateacta 


cttgaggaga 


attttcctgt 


432 


ggattcaact 


gactagetat 


tgtgatgtaa 


gcagtttgag 


gtgactggcc 


cagcaggagt '492 


gagaagaatt 


tatcttcage 


ataaacttca 


ttattctaca 


gtgtttcttc 


atttgcctga 


552 


gaggtaagga 


tgctatgtag 


acagaaacaa 


aggaagaaaa 


aaaaaaaaaa 


aaaaa 


607 



<210> 23 
<211> 63 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 

<223> Besehreibung der ktlnstliehen Sequenz rpartielle 
CDNA-Sequenz von NSE2 aus Schwein 



m 



0> 23 

Asp Leu He Met Glu Lys Arg Arg Asn Asp Gin He Gly Arg Ala 
15 10 15 

Ala Val Leu Gin Glu Leu Ala Thr His Leu His Pro Ala Glu Pro Asp 

20 25 30 

Glu Gly Asp Ser Asp Ala Ala Arg Thr Thr Pro Pro Pro Gly Arg Ser 

35 40 45 

Gin Ala Pro Gly Gin Glu Glu Glu Asp Arg Glu Ala Val Val His 
50 55 60 



<210> 24 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kttnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Besehreibung der kUnstliehen Sequenz: Primer 



<400> 24 

egagaeeetg tggtggetta ttac 



24 



• 



76 



<210> 25 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibimg der kOnstlichen Sequenz : Primer 
<400> 25 

ctggtgtatt agctggagcg tgtg 



24 



<210> 26 
<211> 586 
<212> DNA 
<213> Schwein 




<220> 
<221> CDS 

22> (1)..(585) 

^400> 26 

cga gac cct gtg gtg get tat tac tgt cgt tta tat gca atg caa act 48 

Arg Asp Pro Val Val Ala Tyr Tyr Cys Arg Leu Tyr Ala Met Gin Thr 
1 5 ' 10 15 

gga atg aag att gat agt aaa act cct gaa tgt cgt aaa ttt tta tea 96 
Gly Met Lys lie Asp Ser Lys Thr Pro Glu Cys Arg Lys Phe Leu Ser 
20 25 30 

aag ctg atg gat cag tta gaa get ctt aag aaa .cag ttg ggt gac aat 144 
Lys Leu Met Asp Gin Leu Glu Ala Leu Lys Lys Gin Leu Gly Asp Asn 
35 40 45 



gaa get gtt act caa gaa ata gtt ggt tct gcc cac ttg gag aat tat 
Glu Ala Val Thr Gin Glu lie Val Gly Ser Ala His Leu Glu Asn Tyr 
50 55 60 



t ttg aaa atg ttt tta tat gca gat aat gaa gat egg get ggg cga 
Leu Lys Met Phe Leu Tyr Ala Asp Asn Glu Asp Arg Ala Gly Arg 
70 75 80 



ttt cat aaa aac atg ate aag tec tte tat act gca agt ctt tta ata 

Phe His Lys Asn Met lie Lys Ser Phe Tyr Thr Ala Ser Leu Leu lie 
85 90 95 

gat gtc ata aca gtg ttt gga gaa etc act gat gaa aat gtg aaa cac 

Asp Val lie Thr Val Phe Gly Glu Leu Thr Asp Glu Asn Val Lys His 

100 105 110 



192 



240 



288 



336 



aga aag tat gca agg tgg aag gca aca tat att cat aat tgt tta aag 
Arg Lys Tyr Ala Arg Trp Lys Ala Thr Tyr lie His Asn Cys Leu Lys 
115 120 125 



384 



aat gga ggg act cct caa gca ggt cct gtg ggc att gaa gaa gat aat 
Asn Gly Gly Thr Pro Gin Ala Gly Pro Val Gly He Glu Glu Asp Asn 
130 135 140 



432 



gac ata gaa gaa aat gaa gat get gga gca ace tct ctg ccc act cag 
Asp He Glu Glu Asn Glu Asp Ala Gly Ala Thr Ser Leu Pro Thr Gin 
145 150 155 160 



480 



77 



cca cct cag cca tea tct tec act tat gac cca ggc aac atg cca teg 528 
Pro Pro Gin Pro Ser Ser Ser Thr Tyr Asp Pro Gly Asn Met Pro Ser" 
165 170 175 

age age tat aet gga ata cag att cct ccc ggt gca cac get cca get 576 
Ser Ser Tyr Thr Gly He Gin He Pro Pro Gly Ala His Ala Pro Ala 
180 185 190 

aat aca cca g 586 
Asn Thr Pro 
195 



<210> 27 
<211> 195 
<212> PRT 
<213> Schwein 




<400> 27 

Arg Asp Pro Val Val Ala Tyr Tyr Cys Arg Leu Tyr Ala Met Gin Thr 
^ 1 5 10 15- 

ly Met Lys He Asp Ser Lys Thr Pro Glu Cys Arg Lys Phe Leu Ser 
20 25 30 



Lys Leu Met Asp Gin Leu Glu Ala Leu Lys Lys Gin Leu Gly Asp Asn 
35 40 45 

Glu Ala Val Thr Gin Glu He Val Gly Ser Ala His Leu Glu Asn Tyr 
50 55 60 

Ala Leu Lys Met Phe Leu Tyr Ala Asp Asn Glu Asp Arg Ala Gly Arg 
65 70 75 80 

Phe His Lys Asn Met He Lys Ser Phe Tyr Thr Ala Ser Leu Leu He 
85 90 95 

Asp Val He Thr Val Phe Gly Glu Leu Thr Asp Glu Asn Val Lys His 
100 105 110 



Lys Tyr Ala Arg Trp Lys Ala Thr Tyr He His Asn Cys Leu Lys 
115 120 125 



Asn Gly Gly Thr Pro Gin Ala Gly Pro Val Gly He Glu Glu Asp Asn 
130 135 140 

Asp He Glu Glu Asn Glu Asp Ala Gly Ala Thr Ser Leu Pro Thr Gin 
145 150 155 160 

Pro Pro Gin Pro Ser Ser Ser Thr Tyr Asp Pro Gly Asn Met Pro Ser 
165 . 170 175 

Ser Ser Tyr Thr Gly He Gin He Pro Pro Gly Ala His Ala Pro Ala 
180 185 190 



Asn Thr Pro 
195 



<210> 28 
<211> 20 



<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz : Primer 
<400> 28 

aaaaggcccc cagggttacg 





<210> 29 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibimg der ktinstlichen Sequenz : Primer 
<400> 29 

ggagtgggca gcaggtgagc 

10> 30 
Sll> 21 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 30 

ttaacctgca cagcgacaag t 



<210> 31 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

23> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: Primer 



0> 31 

;gctgaaga tctcacgctt c 



<210> 32 
<211> 1194 
<212> DNA 
<213> Schwein 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (741) 

<400> 32 

acg gac gag gag etc cgc agg cgc 
Thr Asp Glu Glu Leu Arg Arg Arg 
1 5 

gcc cag cga ggg ctg ccg cct gcc 
Ala Gin Arg Gly Leu Pro Pro Ala 
20 



cag ctg act tgc acc gag gag atg 
Gin Leu Thr Cys Thr Glu Glu Met 
10 15 

ctt gac ccc tgg gag ccg aag gcg 
Leu Asp Pro Trp Glu Pro Lys Ala 
25 30 




gac tgg gcg ccc gca ggc age etc age ggt gag gee ggc cag aag gat 144 
Asp Trp Ala Pro Ala Gly Ser Leu Ser Gly Glu Ala Gly Gin Lys Asp 
35 40 45 

gtc aac ggg ccc ctg agg gag ctg cgc cca agg etc tgc cac ctg cga 192 
Val Asn Gly Pro Leu Arg Glu Leu Arg Pro Arg Leu Cys His Leu Arg 
.50 55 60 

aaa ggc ccc cag ggt tac ggg ttt aac ctg cac age gac aag tec egg 240 
Lys Gly Pro Gin Gly Tyr Gly Phe Asn Leu His Ser Asp Lys Ser Arg 
65 70 75 80 

ect gga cag tac ate cgc tee gtg gac cca ggc tea cet get gee cac 288 
Pro Gly Gin Tyr lie Arg Ser Val Asp Pro Gly Ser Pro Ala Ala His 
85 90 95 

tee ggc etc cga gee cag gae cga etc ata gag gtg aac ggg cag aat 336 
Ser Gly Leu Arg Ala Gin Asp Arg Leu lie Glu Val Asn Gly Gin Asn 
100 105 110 

g gag ggg ctg egg cac geg gag gtg gtt gee tgc ate aag gcg egg 384 
1 Glu Gly Leu Arg His Ala Glu Val Val Ala Cys He Lys Ala Arg 
115 120 125 

gag gac gag gee egg ctg ctg gtg gtg gac ccc gag acg gat gtg. tac 432 
Glu Asp Glu Ala Arg Leu Leu Val Val Asp Pro Glu Thr Asp Val Tyr 
130 135 140 

tte aag egg ctg egg gtc aca ccc ace cag gag cae atg gaa ggt cca 480 
Phe Lys Arg Leu Arg Val Thr Pro Thr Gin Glu His Met Glu Gly Pro 
145 150 155 160 

ctg tea tea ect gtc ace aat ggg ace age tea gee cag etc aat ggt 528 
Leu Ser Ser Pro Val Thr Asn Gly Thr Ser Ser Ala Gin Leu Asn Gly 
165 170 175 

c 576 



624 



ggc 


tec 


gtg 


tgc 


teg 


tee 


cga 


agt 


gae 


ctg 


cec 


ggc 


tta 


gac 


aag 


Gly 


Ser 


Val 


Cys 


Ser 


Ser 


Arg 


Ser 


Asp 


Leu 


Pro 


Gly Leu 


Asp 


Lys 








180 










165 










190 






gag 


gae 


age 


age 


ace 


tgg 


aag 


cgt 


gac 


cet 


tte 


cag 


gag 


agt 




Glu Asp 


Ser 


Ser 


Thr 


Trp 


Lys 


Arg 


Asp 


Pro 


Phe 


Gin 


Glu 


Ser 






195 










200 










205 






etc 


cae 


ctg 


age 


ccc 


acg 


geg 


get 


ggg 


gcc 


aag 


gag 


aag 


geg 


agg 


Leu 


His 


Leu 


Ser 


Pro 


Thr 


Ala 


Ala 


Gly 


Ala 


Lys 


Glu 


Lys 


Ala 


Arg 



210 215 220 



672 



ace agg gtc aac aag egg gcg cca cag atg gac tgg aac egg aag cgt 720 
Thr Arg Val Asn Lys Arg Ala Pro Gin Met Asp Trp Asn Arg Lys Arg 
225 230 235 240 

-gag ate tte age aac tte tga gaccccccac cctccgccgc agccgccgcc 771 
Glu He Phe Ser Asn Phe 
245 

tggtccccag cegggcetec tetgggcatg gaecttggge cttgeccaga gegeceegag 831 
cctcagtgga ctgcagcggg ggcacctteg ctegctaagc cgtggtggtc ceaceacecc 891 
ccatgaacca gcccgtgccc cagtgagccc ccgtcctgcc cecttcccac ggggtgctgg 951 




gggaggggag gttggggtga cccgccaggc cgggcccttg ctgctctgcc tgggcctgct 1071 

ttccacttaa taccagagcc cccaccccca tcccctcagg acgtgctctc taaataattg 1191 
caa 2.194 



<210> 33 
<211> 246 
<212> PRT 
<213> Schwein 

<400> 33 



Thr 


Asp 


Glu 


Glu Leu 


Arg 


Arg 


1 






5 






Ala 


Gin 


Arg 


Glv Leu 


Pro 


Prn 








20 






Asp 


Tim 


Ala 


f J> W XUaCL 


\sju2f 








35 










Asn 


Glv 


Pro Tj©ii 


Ajrg 






50 
















oxy 


Tyr 


oxy 


65 








7 n 










lyr ±±e 


Arg 


Ser 








B5 




Ser 


Gly 


Leu 


Arg Ala 


Gin 


Asp 








100 






Val 


Glu 


Gly 


Leu Arg 


His 


Ala 






115 






Glu 


Asp 


Glu 


Ala Arg 


Leu 


Leu 




130 








135 


Phe 


Lys 


Arg 


Leu Arg 


Val 


Thr 


145 








150 




Leu 


Ser 


Ser 


Pro Val 


Thr 


Asn 








165 






Gly 


Ser 


Val 


Cys Ser 


Ser 


Arg 








180 






Thr 


Glu 


Asp 


Ser Ser 


Thr 


Trp 






195 








His 


Leu 


Ser Pro 


Thr 


Ala 


^^^^^ 


210 








215 




Arg 


Val 


Asn Lys 


Arg 


Ala 


225 








230 




Glu 


lie 


Phe 


Ser Asn 


Phe 










245 







Arg 


C51n 




X xxr L#y s 


Thr 


Glu 


Glu Met 






10 








15 


Ala 


JJCSU 


•nSp 


Jrro 1 rp 


Glu 


Pro 


Lys Ala 












30 


xieu 


Ser 


d xt 

toxy 


oXU AX a 


Gly 


Gin 


Lys Asp 


40 








45 




Xieu 


Arg 


xrro 


Arg Leu 


Cys 


His 


Leu Arg 








ou 






PHo 

XT lie 


Asn 


Leu 


Hxs Ser 


Asp 


Lys 


Ser Arg 








75 






80 


Val 


Asp 


Pro 


Gly Ser 


Pro 


Ala 


Ala His 






90 








95 


Arg 


Leu 


lie 


Glu Val 


Asn 


Gly 


Gin Asn 




105 








110 




Glu 


Val 


Val 


Ala Cys 


lie 


Lys Ala Arg 


120 








125 






Val 


Val 


Asp 


Pro Glu 


Thr Asp Val Tyr 








140 








Pro 


Thr 


Gin 


Glu His 


Met 


Glu 


Gly Pro 








155 






160 


Gly 


Thr 


Ser 


Ser Ala 


Gin 


Leu 


Asn Gly 






170 








175 


Ser 


Asp 


Leu 


Pro Gly 


Leu Asp 


Lys Asp 




185 








190 




Lys 


Arg 


Asp 


Pro Phe 


Gin 


Glu 


Ser Gly 


200 








205 




Ala 


Gly 


Ala 


Lys Glu 


Lys Ala Arg Ala 








220 








Pro 


Gin 


Met 


Asp Trp 


Asn Arg 


Lys Arg 








235 






240 



<210> 34 
<211> 63 
<212> PRT 
<213> Schwein 



<400> 34 

Glu Asp Leu He Met Glu Lys Arg Arg Asn Asp Gin He Gly Arg Ala 
1 5 10 



Ala Val Leu Gin Glu Leu Ala Thr His Leu His Pro Ala Glu Pro Asp 
20 25 30 



81 



Glu Gly Asp Ser Asp Ala Ala Arg Thr Thr Pro Pro Pro Gly Arg Ser 
35 40 45 



Gin Ala Pro Gly Gin Glu Glu Glu Asp Arg Glu Ala Val Val His 
50 55 60 



m 



-82 




PATENTANSPROCHE 



Verfahren zur Identif izierung der Anwesenheit eines BHS- 
-spezifischen Proteins oder Fragments davon in Hirnkapil- 
lar-Endothelzellen^ dadurch gekennzeich- 



a) frisch aus dem Gehirn isolierte Hirnkapillar- 
Endothelzellen durch enzymatischen Aufschluss in ubli- 
cher Weise vorreinigt, 

b) den in Stufe a) erhaltenen Aufschluss mit einem Lyse- 
puffer behandelt, der vorhandene Erythrozyten und a- 
poptotische Zellen im Wesentlichen zerstSrt und we- 
nigstens 70% der Hirnkapillar-Endothelzellen in vita- 
ler Form erhfilt, 

c) gegebenenfalls das in Stufe b) erhaltene Produkt wei- 
ter aufreinigt, 

d) eine subtraktive cDNA-Bank aus den Hirnkapillar- 
Endothelzellen und einem Subtraktionsgewebe herstellt, 

e) eine cDNA-Subtraktion mittels einer oder mehrerer dif- 
ferentieller Hybridisierungen durchftihrt^ 

f ) Klone aus der subtraktiven cDNA-Bank durch differen- 
tielle Hybridisierung hinsichtlich ihrer jeweiligen 
Expression verifiziert, 

g) zu den BHS-spezif ischen Klonen aus der subtraktiven 
cDNA-Bank die cDNA-Seguenz ergSnzt und 

h) das Expressionsmuster der untersuchten Klone zwischen 
frischen und kultivierten Hirnkapillar-Endothelzellen 



net. 



dass man 



• .... • 



vergleicht und so die Anwesenheit BHS-spezif ischer 
Proteine oder Fragmente davon identif iziert . 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - • 
zeichnet, dass der Lysepuffer in Stufe b) die 
folgende Zusainiaensetzung besitzt: 



Na+ 


30, 


0 mM bis 


60, 0 mM 




5,0 


mM bis 


7,5 mM 


NH4* 


80, 


0 mM bis 


100, 0 mM 


Ca^* 


1,0 


mM bis 


2,0 mM 


Mg2+ • 


6,0 


mM bis 


9, 0 mM 


Cl" 


125 


, 0 mM bis 


175, 0 mM 


HCO3" 


4,5 


mM bis 


6,5 mM 


H2PO4" 


0,5 


mM bis 


2,5 mM 




0,3 


mM bis 


0, 6 mM 




0,4 


mM bis 


0,7 mM 


Glukose 


1,5 


mM bis 


3, 0 mM 



Verfahren nach Anspruch 2, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dass der Lysepuffer die folgende Zu- 
sammensetzung besitzt: 




NaCl 


30 


mM 


bis 


50 


mM 


KCl 


4,5 


mM 


bis 


5,5 


mM 


NH4CI 


80 


itiM 


bis 


100 


mM 


CaClz 


1,0 


itiM 


bis 


2,0 


mM 


MgCl2 


0,6 


niM 


bis 


0,8 


mM 


MgS04 


0, 3 


mM 


bis 


0, 6 


mM 


NaHC03 


4,5 


mM 


bis 


6, 5 


mM 


NaH2P04 


0,2 


mM 


bis 


0,45 


mM 


NaaHPOfl 


0,4 


mM 


bis 


0, 65 


mM 


KH2PO4 


0,1 


mM 


bis 


0,15 


mM 


Glucose 


1,5 


mM 


bis 


3,0 


mM 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Subtraktionsge- 
webe in Stufe f) Aortenendothelzellen sind. 

Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die vollstandige 
cDNA-Sequenz in Stufe i) durch Durchmustern von cDNA- 
Banken und RACE-PCR erstellt. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Hirnkapillar- 
Endothelzellen aus dem Menschen oder dem Schwein stammen. 

Protein mit BHS-Spezif itat oder ein Fragment davon, er- 
haitlich nach einem Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 
bis 6. 




8 . Protein nach Anspruch 7 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dass es die Sequenz SEQ ID NO: 5 be- 
sitzt . 

9. Protein nach Anspruch 7, dadurch g e k e n n - 
zeichnetr dass es die Sequenz SEQ ID NO: 14 be- 
sitzt. 

10. Protein nach Anspruch 1, dadurch. g e k e n n - 
zeichnetr dass es die Sequenz SEQ ID NO 19 be- 
sitzt . 

11. Verfahren zur Identif izierung der Anwesenheit eines BHS- 
spezifischen Proteins oder Fragments davon in Hirnkapil- 
lar-Endothelzellen, dadurch gekennzeich- 

n e t, dass man 

a) frisch aus dem Gehirn isolierte ■ Hirnkapillar- 
Endothelzellen durch enzymatischen Aufschluss in libli- 
cher Weise vorreinigt, 

b) den in Stufe a) erhaltenen Aufschluss mit einem Lyse- 
puffer behandelt, der vorhandene Erythrozyten und a- 
poptotische Zellen im Wesentlichen zerstort und we- 

P nigstens 70% der Hirnkapillar-Endothelzellen in vita- 

ler Form erhSlt^ 

c) gegebenenf alls das in Stufe b) erhaltene Produkt wei- 
ter aufreinigt, 

d) das in Stufe c) erhaltene Produkt in einem geeigne- 
ten Puffer solubilisiert , 



e) 



eine isoelektrische Fokussierung durchfllhrt, 



f) die Proben aus der isoelektri schen Fokussierung in 
der zweiten Dimension nach Molekulargewicht auf- 
trenntr 

g) dif ferentielle Spots identif iziert und isoliert, 

h) mit dem Isolat von g) eine massenspektrometrische 
Analyse durchfiihrt, und 

i) hiervon eine Auswertiing mittels gezielter Datenbank- 
analyse vornimmt. 

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch g e k e n n - 
zeichnet^ dass der Lysepuffer in Stufe b) die 
folgende Zusairanensetzung besitzt: 



Na* 


30,0 itiM bis 


60, i 


0 mM 


K+ 


5, 0 mM bis 


7,5 


mM 


NH4* 


80,0 mM bis 


100 


,0 mM 


Ca^-^ 


1, 0 mM bis 


2,0 


mM 




6, 0 mM bis 


9,0 


mM 


CI" 


125, 0 mM bis 


175 


, 0 mM 


HCO3" 


4, 5 mM bis 


6,5 


mM 


HaPOr 


0, 5 mM bis 


2,5 


mM 


SO<i^~ 


0,3 mM bis 


0,6 


mM 




0,4 mM bis 


0,7 


mM 


Glukose 


1, 5 mM bis 


3,0 


mM 




Ve.rfahren nach Anspruch 12, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dass der Lysepuffer die folgende Zu- 
sairanensetzung besitzt: 



NaCl 


30 


mM 


bis 


50 


mM 


KCl 


4,5 


inM 


bis 


5,5 


mM 


NH4CI 


80 


mM 


bis 


100 


mM 


CaClz 


1,0 


mM 


bis 


2,0 


mM 


MgCl2 


0,6 


mM 


bis 


0,8 


mM 


MgS04 


0,3 


mM 


bis 


0,6 


mM 


NaHCOa 


4,5 


mM 


bis 


6,5 


mM 


NaH2P04 


0,2 


mM 


bis ■ 


0,45 


mM 


Na2HP04 


0.4 


mM 


bis 


0, 65 


mM 


KH2PO4 


0,1 


mM 


bis 


0,15 


mM 


Glucose 


1,5 


mM 


bis 


3,0 


mM 



Protein mit BHS-Spezif itat oder ein Fragment davon, er- 
haltlich nach einem Verfahren nach einem der Ansprtiche 11 
bis 13. 

Protein nach Anspruch 14, dadurch g e k e n n - 
z e i c.h n e t, dass es die Sequenz SEQ ID NO 23 be- 
sitzt. 

Protein nach Anspruch 14, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dass es die Sequenz SEQ ID NO 27 be- 
sitzt. 



17. Protein nach Anspruch 14, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dass es die Sequenz SEQ ID NO 33 be- 
sitzt. 

18. Verwendung eines Proteins nach einem der AnsprUche 7 bis 
10 Oder 14 bis 17 zur Herstellung eines Medikaments zum 
Transport von Substanzen durch die Blut-Hirn-Schranke. 

19. Verwendung eines Proteins nach einem der Ansprtiche 7 bis 
10 Oder 14 bis 17 zur Herstellung eines Mittels oder Me- 
dikaments zur Diagnose oder Therapie von Erkrankungen, 
die auf einer Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke beruhen. 

20. Mittel zur Diagnose von Erkrankungen, die auf einer Dys- 
funktion der Blut-Hirn-Schranke beruhen, dadurch g e - 
kennzeichnet, dass es ein Protein nach einem 
der Ansprtiche 7 bis 10 oder 14 bis 17 umfasst. 

21. Mittel zur Therapie von Erkrankungen, die auf einer Dys- 
funktion der Blut-Hirn-Schranke beruhen, dadurch g e - 
kennzeichnet, dass es ein Protein nach einem 
der Ansprtiche 7 bis 10 oder 14 bis 17 umfasst. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identif izierung der 
Anwesenheit eines BHS-spezif ischen Proteins oder Fragments 
davon in Hirnkapillar-Endothelzellen, dadurch gekennzeichnet , 
5 dass man a) frisch aus dem Gehirn isolierte Hirnkapillar- 
Endothelzellen durch enzymatischen Aufschluss in tiblicher 
Weise vorreinigt, b) den in Stufe a) erhaltenen Aufschluss mit 
einem Lysepuffer behandelt, der vorhandene Erythrozyten und 
apoptotische Zellen im Wesentlichen zerstbrt und wenigstens 

•0% der Hirnkapillar-Endothelzellen in vitaler Form erhait, c) 
egebenenfalls das in Stufe b) erhaltene Produkt weiter auf- 
reinigt, d) eine subtraktive • cDNA-Bank aus den Hirnkapillar- 
Endothelzellen und einem Subtraktionsgewebe herstellt, e) eine 
cDNA-Subtraktion mittels einer oder mehrerer dif f erentieller 
15 Hybridisierungen durchfuhrt, f) Klone aus der subtraktiven 
cDNA-Bank durch dif f erentielle Hybridisierung hinsichtlich 
ihrer jeweiligen Expression verifiziert, g) zu den BHS- 
spezifischen Klonen aus der subtraktiven cDNA-Bank eine voll- 
standige cDNA-Sequenz erstellt und h) das Expressionsmuster 
20 der untersuchten Klone zwischen frischen und kultivierten 

rnkapillar-Endothelzellen vergleicht und so die Anwesenheit 
S-spezifischer Proteine oder Fragmente davon identif iziert 
sowie die mit diesem Verfahren identif iziert en Proteine und 
Fragmente davon. Die Erfindung betrifft ferner Verfahren zur 
25 Identifizierung der Anwesenheit eines BHS-spezif ischen Prote- 
ins Oder Fragments davon in Hirnkapillar-Endothelzellen, 
dadurch gekennzeichnet, dass man a) frisch aus dem Gehirn 
isolierte Hirnkapillar-Endothel zellen durch enzymatischen 
Aufschluss in liblicher Weise vorreinigt, b) den in Stufe a) 
•30 erhaltenen Aufschluss mit einem Lysepuffer behandelt, der 

vorhandene Erythrozyten und apoptotische Zellen im Wesentli- 
chen zerstort und wenigstens 70% der Hirnkapillar- 
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Endothelzellen in vitaler Form erhait, c) gegebenenf alls das 
in Stufe b) erhaltene Produkt weiter aufreinigt, d) das in 
Stufe c) erhaltene Produkt in einem geeigneten Puffer solubi- 
lisiert, e) eine isoelektrische Fokussierung durchfiihrt, f) 
5 die Proben aus der isoelektrischen Fokussierung in der zweiten 
Dimension nach Molekulargewicht auftrennt, g) dif f erentielle 
Spots identifiziert und isoliert, h) mit dem Isolat von f) 
eine massenspektrometrische Analyse durchftihrt, und i) hiervon 
eine Auswertung mittels gezielter Datenbankanalyse vornimmt, 
10 sowie die mit diesem Verfahren identif izierten Proteine und 
^^ragmente davon. Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung 
^^Per so isolierten Proteine oder Fragmente zur Herstellung 

eines Medikaments zum Transport von Substanzen durch die Blut- 
Hirn-Schranke, sowie zur Therapie und Diagnose von Erkrankun- 
15 gen, die auf einer Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke beruhen. 




Figur 1 



Figur 3 




Figur 4 




Figur 5 



Human 

Schwein 

Maus 



Human 

Schwein 

Maus 



Human 

Schwein 

Maus 



MLVI.IAGIF\7VHIATVIMLFVSTIA>mJLVS2m7DASVG g o 

MLVIiIAGIFV^IAT\7VMLFVCTIANVW^ g 0 

MLVIiIAGLFVVHIATAIMIiFVSTIANVIWUM^^ gn 

LKWQAFMILSIIFCVIALLVI^OLFTMEKGmiFFLSQATTLVC^ 120 

liKSVQAFMILSIIFSWSLVVFVFQLPTMEKGlSRPFLSGATMLVCT^CIIW 120 
IKAVQAPMILSIIFSIISLVVPVPQLPaMEKGNRPPLSGSTMLVCWLCILVGVSIYTHH^ 12 0 

ANRDGTQy---HHQySyiLiGWICPCFSFIIGVLYLVLR^ XBl 
ANSSKN-QySASHHGYSPILAWICFCPSFIIGVLYLVLRKK 160 
AHSEGKrPNSSSHQGYCFILTWlCPCFSFIIGILYMVLRKK 160 



Figur 6 



# 




Figur 8 



4 



I' 

# 



Mensch 

Schwein 

Maus 



Mensch 

Schwein 

Haus 



Mensch 

Schwein 

Maus 



Mensch 

Schwein 

Maus 



Mensch 
Schwein 
Maus 



>3I 



M^'AARTGHTAUmWSGCRPKSATAAG AQAPVmGRYLASCGXLMSRTLPLHTSI 54 

f^MAARTSQRAlJiRVASGC^ 

* ****:::;* -*.***:***•*.: *, *:**:**.*..**** , 

iPKEIOmTFFKITAPLINKRKEYSERRII^YSMQEMYDWSGVEDYKH^ 114 
iPKEMyAJ?TFFl?IAAPLINKRKEySERRII 

LPKEICMlTFFRISAPLVNKRKEYSERRIliGYSMQEMroWSCaiEDYQHF^ IIB 
*****:*:***.***********. 

SKRSGYCKTRLEIGPPPVLBRYTSVVTLVKPHLVKASCTDG 174 

t^^^^^^^^^^^^'^^^'^'^^ 180 
SRRSQYCKTRLEVGFPPVLERYTSIVTLVKPHLVKT^CTDGKLFfcn^ 17B 

PRTCTLDFSISFBFRSIJ^SQIATLFFDEVVKQMVAAFERRACKLYGPETNIPI^ 234 
PRTCTLDFSlSFEFRSLJ^HSQIATLFFDEVVKQMVi^ERRACKLYGPETSlPRELMLHE 240 
PRTCTLDFSISFEFRSIJLJISQIiATI.PPDEVVKQMViU^ERRACKLyGPBTO^ 23B 

VHHT 238 
VHHT 244 

xmrr 242 

. *** 



4 



Figur 9 



MGNQVEKLTH LSY KEVPTAD PTGVDRDDGP RIQVSYIPSN DDEDVEPQPP 

PQGPDGGGLP DGGDGPPPPQ PQPYDP RLHE VEC5VFYRDE CIYQKSFAPG 

SAALSTYTPE NLLNK CKPGD LVEFVSQAQY PHWAVYVGNF QWHLHRLEV 

INSFLTDASQ GRRG RWNDL YRYKPLSSSA WRNALAHVG A KERELSWRN 

SESFAAWCatY GKREFKIGGE L RIGKQPYRL QIQLSAQRSH TLSFQSIiEDL 

IMEKR RNDQI GRAAVI.QELA THLHPABPEE GDSNVARTTP PPGRPPAPSS 
EEEDGEAVAH 



Figur 11 



, m m 

NSE2 MGNQVEKLTHL:-:\TCEVPTADPTGVDraDDGPRIGVSYIPSiroDEDVEPQPPPQGPDGGG 60 

NSEl MGNQLDRITHIJSr/SELPTGDPSGIEKDE-IiRVGVAYPPSDDE 59 

****::::***.*.*:**.**:*::-*:. *:**• 4r . :*:..* 

NSB2 DGGDGPPPPQPQP YDPRLHEVECS VFYRDECI ^QK- S FAPGSAALRTYTPRWT .T .w 115 

NSBl GCTPCPESPSRHQHHLIiHQLVLNETQPSAFRGQECIFSKVSGGPQGADLSVY^ 119 

*-*. : :: *:*.:*.* :***:.* *.*,***.*: * 

CKPGDLVEFVS QAQYPHWAVYVGNFQWHLHRIiEVINSFLTDASQGRRGRWN 168 

NSBl <^PGDIjLELLWIiQPAPEPPAPAPHWAVyVGGGQIIHLHQGEIRQDSLYEAGAANVGRVVN 179 

*:****.*.. * ********. *..***. *. * ***** 

NSE2 I>I»'*'RYKPLSSaAVVRKAIJfflVGAKERBLSWRNSESP 227 

NSEl SWiTtYRPLVAELWQNACGHLGIiKSEBICmNSESFAAW 239 

, ;***.** ;^ **.** ^*;* *,,*;,* *<nMr*******. ****** ***. * *# 

1^SE2 - - - YRIiQIQLSAQRSHTLBFQSLBDLlMEKRRNDQIGRAAVLQELATHIiHPAEPEEQDSN 2 84 

NSEl QQQyYLKVHLGBmCVHTARPHSLBDLIREKRRIDASGR^ 292 

* *:::*. :: ** .*-•'***** **** * ** ****** . * 



NSE2 VARTTPPPGRPPAPfiflBBEDGEAVAH 310 
NSEl 

: : : : . : : : : 



Figur 14 



V 




MGNQVEKIjTHLSYKEVP rADPTGVDRDDGPRIGVSYIFSNDDEDVEPQPP 50 
++++++++++++++++++++ 

PQGPDGGGLPDGGDGPPPPQPQPYDPRLHEVECSVFYRDBCIYQKSFAPG 100 
++++++++++++++++++++++++++ 

SAAL^^TYTPENIiLmCCKPGDLVEFVSQAQYPHWAVYVGNFQVVHIjHRIi^ 150 



INSFLTDASQGRRGRVVNDLYRYKPLSSSAVViaiALA^^ 200 

SESFAAWaRYGKREFKIGGBLRIGKQPYRLQIQLSAQRSHTLBPQSLEDIi 250 

IMEKRRNDQIGRAAVLQELATHLHPAEPEEGDSNV3VR^^ 300 

+++++++++++++ +++++++ 

BEBDGEAVAH 310 

++++++ possible PEST sequences 

poor PEST sequences 




.Figur 15 




m • 

MAAIAPLPPL PAQL KSIQHH LRTAQEHDKR DPWAYYCEIj YAMQTGMKID 

SKTPECRKFL S KLMDQLEAL KKQLGDNEAI TQEIVGCAHL ENYAL KMFLY 

ADNEDRAGRF HKNMIKSPYT ASLLIDVITV FGELTDENVK HRKYARWKAT 

YIHNCLKNGE TPQAGPVGIE EDNDIEENED AGAASLPTQP TQPSSSSTYD 

PSNMPSGNYT GIQIPPQAHA PANTPAEVPH STGVASNTIQ PTPQTIPAID 

PALPNTISQG DV RLTPEDPA RAQKYCKYAG SALQYEDVST AVQNLQKALK 
LLTTGRE 



Figur 16 



Mensch 
MauB 



MAAIi2^IiPPLPAQLKSIQHHliRTAQBHDKRDPVVRyyCR^ 60 
MZUOi^^IiFPIiPAQFKSIQHHLRTAQEHDKRDPVVJl^ 60 



Mensch 
Maus 



SKLmQLEAIiKKQLGDNEAITQEIVGCMniEira^IiKMPLY 12 0 

SKIjMDQLEALKKQLGDNEAVTQEIVGCAHLBNYALKMFLYiUDl^ 12 0 



Mensch 
Maus 



ASI*bIDVITVFGBLTDENVKHRKYJUiWKATYlHNCIiKNGETPQA.GPVGIEBDOTIH 180. 
ASLLlDVITVFGELTDBNVKHIUCn^WKZ^XyTHNCI^ 180 

*4r*****«*4ri*^ifc'«**illr*******illr*4r* ***************** . ** • ***** 



Mensch 
Maus 



AGAZ^LPTQPTQPSSSSTYDPSNMPSGNYTGIQIPPGAHAPAOTPAEVPHSTGVASNTIQ 24 0 
VGATSLPTQPPQPSSSSAYDPSNLAPGSYSGIQIPPGAHft^J^TPAEVPHSTGW 240 
,*********,******. ***** :,.*,*. ************************ ; ** : J* 



Mensch 
Maus 



PTPQTIP AIDPJOiFOTISQGDVRIiTPEDPARAQKyCKYAGSAIjQYEDVSTAVQNLQK 297 

PSPQTVPAAPAVDPDIiY- TASQGDIRLTPEDFARAQKYCICrAGSALQYEDVGTAVQNLQK 299 
*.***.* *.** <*•,* ****•**************************,******** 



Mensch 
Maus 



AIiKLliTTGHE 307 
AIiRIiLTTGRE 309 
** • ******* 
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Figur 17 
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Figur 18 



M # #■ 4^ ^ M ^ . 




Figur 19 



MZkAPEPIiRPR LCRLVRGEQG YGPHLHGEKG RRGQFIR RVE PGSPAEAT^ 
AGD RLVEVNG VNVEGETHHQ VVQRIKAVEG QT RLLWDQE TDEBLRR RQL 
TCTEEMAQRQ LPPAHDPWEP KPDWAHTGSH SSEAGKKDVS GPLRELRPRL 
CHLR KGPQGY GFNLHSDKSR PGQYIR SVDP GSPAARSGLR AQD RLIEVMG 
QNVEGLRH&E WASIKAR ED EARLLWDPE TDEHFKRLRV TPTEEHVEGP 
LPSPVTNGTS PAQLNGGSAC SSRSDLPGSD KDTEDGSAPlZK ODPFQBSGLH 
LSPTAABARR RLEPCESTSA RHRW TGTGSV KSSATSEPLP ACLGTLGPLP 
HGPWASACPE LPQPQWTGGW SCHCPEISPS PGEPPSCPCP PGTGGLWQQD 
RGRETQRCER ESETETERER ERHRERQRES ERARGSRGAR AFAALPGPAD 



Figur 20 




Figur 21 




Figur 22 
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